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ABSTRACT
The potency of a structurally diverse family of fifty eight inhibitors of calf 
spleen purine nucleoside phosphorylase (PNP) was determined through 
measurement of values of Kj and IC50, employing inosine as substrate. These 
values span approximately five orders of magnitude. All inhibitors studied 
exhibited pure competitive inhibition.
Employing novel quantitative structure-activity relationship (QSAR) 
technology, QSAR models were created for two sets of inhibitors of calf spleen 
PNP. The first data set included values of Kj and IC50 for 34 inhibitors. The great 
majority of these inhibitors are 9-substituted-9-deazapurines of modest structural 
diversity and clustered potency; however, the data set also included a small 
number of structurally distint inhibitors having markedly less potency. The two 
QSAR models created, one for values of Kj, included 29 inhibitors, and one for 
values of IC50, included all 34 inhibitors. These models provided a very good 
characterization for the training sets employed and a generally good sets of 
predictions of values for inhibitors of test sets. However, the predictions for the 
structural outliers were not satisfactory.
The second set of QSAR models is based on a data set that includes the 
34 inhibitors noted above plus an adittional set 24 inhibitors for which values of Kj 
and IC50 were determined. Compared to the first data set, this data set is more 
structurally diverse and the values of Kj and IC50 span a greater dynamic range
XV
and are more uniformly distributed across the dynamic range. The QSAR models 
created for values of both Kj and IC50 provide an excellent set of predictions for 
compounds in test sets. This QSAR model is robust and has substantial 
predictive power for novel inhibitors of calf spleen PNP.
Work to create robust, predictive QSAR model was extended to a data set 
comprised of previously determined values for analgesic potency, determined in 
a standard murine model of analgesia, for thirty four cyclic imides of moderate 
structural diversity. An excellent QSAR model was developed, providing excellent 
characterization of training set and an excellent set of predictions for compounds 
in test sets. Predictions for the majority of compounds fell within the estimated 
experimental error.
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RESUMO
A potência de uma série de 58 inibidores, estruturalmente distintos, da 
purina nucleosídeo fosforilase (PNP) do baço de bezerro, foi determinada 
experimentalmente através da medida dos valores de K\ e CI50, empregando 
inosina como substrato. Estes valores estendem-se aproximadamente por cinco 
ordens de grandeza. Todos os inibidores estudados exibem inibição competitiva.
Modelos de QSAR foram desenvolvidos para dois conjuntos de inibidores 
da PNP, empregando um novo paradigma do QSAR. O primeiro conjunto de 
dados inclui valores de K\ e CI50 para 34 inibidores, sintetizados na BioCryst 
Pharmaceuticals. A maior parte destes inibidores, de modesta diversidade 
estrutural e distribuição dos valores da propriedade pouco uniforme, é 9- 
substituído-9-deazapurina. Entretanto, o conjunto de dados inclui um pequeno 
número de inibidores estruturalmente distintos. Dois modelos foram 
desenvolvidos, um para os valores de K, de 29 inibidores e, outro, para os 
valores da CI50 do completo conjunto de 34 inibidores. Estes modelos foram 
capazes de caracterizar adequadamente os conjuntos treino empregados e 
forneceram, geralmente, bons valores preditos para os compostos pertencentes 
aos conjuntos teste. Contudo, os valores preditos para os compostos afastados 
da região de distribuição de maior concentração do conjunto, não foram 
satisfatórios.
0  segundo conjunto inclui os 34 inibidores mencionados anteriormente 
somado a um conjunto de 24 inibidores da PNP, sintetizados na Parke-Davis 
Pharmaceuticals. Este novo conjunto de 58 inibidores apresenta maior 
diversidade estrutural e os valores de K\ e Ciso encontram-se distribuídos de 
maneira mais uniforme. Dois modelos de QSAR foram desenvolvidos, para 
ambos os valores de K\ e CI50, e forneceram excelentes conjuntos de valores 
preditos para os compostos nos conjuntos teste. Estes modelos de QSAR são 
robustos e possuem poder preditivo significante para novos inibidores da PNP 
do baço de bezerro.
O trabalho para criar um modelo preditivo de QSAR foi estendido para a 
potência analgésica de uma série de 34 imidas cíclicas de moderada diversidade 
estrutural. Um modelo excelente de QSAR foi desenvolvido, fornecendo uma 
caracterização excelente dos conjuntos treino e um notável conjunto de valores 
preditos para os compostos dos conjuntos teste. Os valores preditos para a 
maior parte dos compostos estão dentro do erro experimental da medida.
OBJETIVOS
0  trabalho de Tese tem dois objetivos fundamentais:
1. Desenvolver um conjunto apropriado de dados para os valores de K\ e CI50 
de uma classe de inibidores competitivos da purina nucleosídeo fosforilase 
do baço de bezerro, e empregar este conjunto de dados para o 
desenvolvimento de modelos preditivos de QSAR.
2. Criar um modelo preditivo de QSAR para a atividade analgésica de imidas 
cíclicas, baseado em um conjunto de dados estrutura/potência de uma 
família de imidas cíclicas.
xix
CAPÍTULO I
1
CAPÍTULO I
I. INTRODUÇÃO
1. Descoberta de fármacos
1.1 A inovação dirige o crescimento da indústria
A indústria farmacêutica está direcionada à inovação. A descoberta e o 
desenvolvimento de fármacos pioneiros de grande importância são a base do 
crescimento de receitas e do lucro para a indústria a nível mundial.1
Muitos exemplos podem ser citados para dar suporte a esta premissa, 
considerando o impacto da cimetidina (Tagamet®), da SmithKline and French 
(agora SmithKline Beecham); captopril (Capoten®), da Squibb (agora Bristol- 
Myers Squibb); lovastatin (Mevacor®), da Merck; omeprazol (Losec®), da Astra e 
Merck; fluoxetina (Prozac®), da Eli Lilly; propranolol (Avlocardyl®), da Wyeth 
(agora Wyeth Ayerst); nifedipine (Adalat®), da Bayer; sildenafil (Viagra®), da 
Pfizer; fármacos pioneiros que excederam 1 bilhão de dólares ao ano em 
vendas.2 A descoberta destes e de outros fármacos notáveis beneficiou 
pacientes no mundo inteiro e forneceu muitas oportunidades de emprego;
Os fármacos pioneiros são geralmente sucedidos por um ou mais 
fármacos de segunda geração, os quais apresentam de modestos a 
significativos avanços para a clínica médica e, freqüentemente, proporcionam as 
maiores recompensas para as companhias farmacêuticas. Por exemplo, a 
cimetidina, o primeiro bloqueador H2 a ser introduzido para o uso clínico no 
tratamento de úlceras duodenais e outras condições hipersecretoras gástricas,
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foi sucedida, após um intervalo de aproximadamente uma década, pela 
ranitidina (Zantac®), famotidina (Pepcid®) e por outros agentes bloqueadores H2. 
O captopril, primeiro inibidor eficaz da enzima conversora de angiotensina (ECA) 
por via oral, foi sucedido pelo enalapril (Vasotec®), lisinopril (Privinil®) e por 
outros inibidores da ECA. O simvastatin (Zocor®) e o pravastatin (Pravachol®), 
entre outros, sucederam lovastatin como inibidores HMG CoA redutase, e assim 
por diante. Cada um destes fármacos, em particular, e muitos outros, de 
segunda ou terceira geração, têm sido importantes no direcionamento do 
crescimento da indústria farmacêutica. Tudo isto deriva da importante 
descoberta de uma molécula inovativa, que, evidentemente, se apresenta como 
o maior desafio frente ao processo de descoberta de fármacos.3
Embora algumas companhias farmacêuticas adotem estratégias 
adicionais para sustentar as taxas de crescimento, a inovação permanece como 
o centro estratégico.4 É interessante observar que o espetacular crescimento na 
área biotecnológica, nos últimos 15-20 anos, é dirigido quase que, inteiramente, 
para a inovação.3,5-7 A questão central para as companhias farmacêuticas está 
em como acelerar o índice de inovação.1,8
3
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1.2 O desenvolvimento de fármacos na indústria farmacêutica
A descoberta e o planejamento de fármacos são a base fundamental para 
o desenvolvimento farmacêutico e, talvez, o mínimo entendimento necessário 
pela parte médica.
As interrelações para o processo global de desenvolvimento de fármacos 
estão ilustradas na Figura 1. Esta é uma representação esquemática das 
principais etapas do desenvolvimento de fármacos e as correspondentes 
pesquisas que devem ser conduzidas.9
Farmacologia Básica
Toxicologia Aguda 
Descrição da Investigação
IND /
/
Farmacocinética Síntese
Biodisponibilidade \
\
\ Exame Médico Planejamento ^ 
de Fármacos ^
/  Desenvolvimento do Nome
— — —i—***"
Técnico NDA/BLA
Protocolos Clínicos Estabilidade/Compatibilidade Impacto Ambiental
Estudos da Fase I, II e III Escala de Manufaturamento Instrução de Manufaturamento
Segurança a Longo Prazo Forma Final de Dosagem
Desenvolvimento da Formulação
Figura 1. Etapas no processo de desenvolvimento de novos fármacos. A 
descoberta de fármacos é o centro deste processo.
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O processo de desenvolvimento de fármacos é complexo, consome muito 
tempo, é de alto risco e extremamente caro. O número abundante de etapas 
individuais deve ser acompanhado, contemplando-se todos os aspectos das 
ciências químico-farmacêuticas.10
Novas entidades químicas (NCE, do inglês new chemical entities) devem 
ser testadas pré-clinicamente quanto à sua atividade farmacológica e segurança, 
em animais.
Quando uma proposta de investigação de nova droga (IND, do inglês 
investigation new drug) é aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration), 
são iniciados testes clínicos em humanos, examinando a farmacocinética, 
dosagem, segurança e eficácia clínica da droga. Paralelamente, pesquisas 
devem estabelecer a estabilidade, compatibilidade e os processos industriais de 
fabricação para abastecer o mercado de acordo com as projeções de oferta e 
procura. Toda esta pesquisa resulta em uma série de dados que podem ser 
usados como arquivo para a aplicação de uma nova droga (NOA, do inglês new 
drug application). Além disso, questões econômicas e de saúde estabelecem o 
potencial em relação ao preço e ao nível de reembolso relacionados à droga.9
Considerando-se uma NCE a partir da concepção até a sua introdução no 
mercado farmacêutico, são gastos cerca de 12 anos,1,11 com custos totais da 
ordem de 400-500 milhões de dólares12'14 (incluindo o sucesso e os fracassos do 
processo). Uma representação destes dados no processo de desenvolvimento 
de fármacos é mostrada na Figura 2.15 Pode ser observado o afunilamento no 
processo, onde apenas um número muito pequeno de moléculas atinge as 
triagens clínicas.
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Somente de 10 a 15 por cento das NCEs alcançam com sucesso os 
testes pré-IND e continuam no processo de desenvolvimento de fármacos.15,16 
Este é um negócio imperativo no qual apenas as moléculas com a mais alta 
probabilidade de sucesso deixam o banco de pesquisas para testes adicionais.17
A descoberta e o planejamento de fármacos são a base para o aumento 
de moléculas inovativas de relevante sucesso, que são de fundamental 
importância para o crescimento e desenvolvimento da indústria farmacêutica.1’18"
20
:$310 milhões :$150 milhões
Pré-clínica:
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Figura 2. Processo de desenvolvimento de novos fármacos nos Estados Unidos: 
média de custos e tempo das etapas do processo.
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1.3 A questão da inovação e produtividade
—7  Após avaliar as diversas estratégias empregadas nas décadas de 80 e 
90, executivos farmacêuticos estão novamente enfatizando a inovação, no 
descobrimento de fármacos, como a principal estratégia para o crescimento da 
indústria.1
Sustentados pelos avanços, os quais têm racionalizado o processo de 
descoberta, incluindo avançados genômicos, síntese combinatória, ensaios em 
massa e informação tecnológica, as companhias farmacêuticas têm como metas 
reduzir à metade o tempo de seus processos de descoberta e triplicar 0 número 
de NCEs a ser entregue para o desenvolvimento em suas organizações.1,21,22
A maioria absoluta das companhias farmacêuticas terá que alcançar este 
nível de performance simplesmente para manter sua receita atual e trajetória de 
crescimento. Por exemplo, só para manter um crescimento de 10 por cento, as 
10 maiores indústrias farmacêuticas do mundo necessitam lançar, ao menos, 5 
significativas NCEs por ano, assumindo que cada um destes tenha um potencial 
de vendas superior a 350 milhões de dólares ao ano (modesto sucesso).1,23 
Companhias de médio porte, com metas de crescimento de 10 por cento, devem 
conseguir 3 novos produtos ao ano. Contudo, uma avaliação da recente 
performance sugere que a indústria não está no caminho certo para atingir estas 
metas de demanda.1 As 10 maiores companhias lançaram, em média, somente 
0,45 NCEs por ano (entre os anos de 1990 e 1994) e somente 8 por cento dos 
produtos lançados alcançaram um faturamento de 350 milhões de dólares por 
ano.23 Além disso, a maioria das companhias operando atualmente em modelos
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P&D (Pesquisa & Desenvolvimento) não é capaz de entregar o número de NCEs 
com a qualidade necessária para que possa cumprir esta visão futura de alta 
produtividade.1
Uma projeção da venda de medicamentos a nível mundial é apresentada 
na Figura 3. No ano de 1997, a indústria farmacêutica alcançou 297 bilhões de 
dólares em vendas. Com um crescimento estimado em 6 % ao ano até 2001, é 
esperado um faturamento da ordem de 378 bilhões de dólares em vendas.22 
Pode ser observado que a distribuição geográfica no crescimento não mudará 
muito.
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Para cumprir suas metas de crescimento na próxima década, a direção 
de P&D deverá realizar um maior investimento em pessoal e pesquisa, caso 
contrário, não alcançará as esperadas metas de lucros. De acordo com dados 
da Pharmaceutical Research & Manufacturers o f America (PhRMA), foi realizado 
um investimento total de cerca de 20,6 bilhões de dólares em P&D no ano de 
1998, o que representa um aumento de 11% em relação ao ano de 1997.22 Por 
exemplo, simplesmente para manter um crescimento de 10% ao ano, 
aproximadamente 1 bilhão de dólares em novas receitas, o grupo alemão Bayer 
investiu cerca de 935 milhões de dólares no ano de 1998 em P&D. A Eli Lilly e a 
Pfizer realizaram investimentos de 1,4 e 1,9 bilhões de dólares em P&D, 
respectivamente, cerca de 16% de suas vendas, enquanto que a SmithKline 
Beecham investiu 11% de suas vendas em P&D no ano de 1998, cerca de 1,4 
bilhões de dólares.22
As direções de P&D, na indústria farmacêutica, precisam 
fundamentalmente, repensar suas estratégias de descoberta, modelos 
organizacionais, processos sistemáticos, utilização de tecnologias líderes e 
capacidade de gerenciamento de informação.
1.4 Respostas estratégicas
Para encontrar as exigências de produtividade impostas pelos níveis de 
investimentos em P&D, as maiores companhias farmacêuticas têm adotado três 
principais estratégias:1,15
9
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-investimentos em novas tecnologias para a descoberta de fármacos;
-formação de alianças estratégicas;
-promoção da integração na indústria farmacêutica.
O objetivo das duas primeiras estratégias é o progresso na produtividade 
P&D. A última estratégia é derivar a receita para o crescimento da indústria, 
através da incorporação de novos aspectos de negócios na entrega de fármacos 
aos consumidores.
1.4.1 Investimentos em novas tecnologias para a descoberta de fármacos
Existem duas questões fundamentais na descoberta de fármacos:1
-selecionar os alvos moleculares certos;
-encontrar as moléculas certas.
A. Selecionar os alvos moleculares certos
Existe um grande número de alvos moleculares plausíveis no processo de 
descoberta de fármacos. O número aumenta regularmente com os avanços nas 
ciências biomédicas e, em particular, com o rápido progresso e informação em 
seqüência de ácidos nucléicos. Por exemplo, o completo genoma de diversos 
microorganismos patogênicos é agora conhecido. Para estes organismos, isto 
permite diretamente que sejam conhecidos os possíveis alvos moleculares para
10
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a descoberta de antibióticos. Nos próximos anos, serão conhecidos os 
completos genômas de todos os patógenos humanos importantes e, 
conseqüentemente, todos os possíveis alvos moleculares para a descoberta de 
antibióticos.22,24
Embora os estudos para a elucidação completa do genoma humano 
estejam significantemente menos avançados do que aqueles para os 
microorganismos, o mapeamento físico e a seqüência de estudos vêm revelando 
um grande número de alvos moleculares para a descoberta de fármacos. Como 
o Projeto Genoma Humano (com orçamento estimado de US$ 5 bilhões), 
coordenado pelos Institutos Nacionais de Saúde dos Estados Unidos, prossegue 
com grande concentração de esforços envolvendo laboratórios de todo o mundo, 
o número de potenciais alvos moleculares crescerá consideravelmente. É 
conhecido, antecipadamente, que o Projeto Genoma Humano deverá ser 
completado no ano 2005. Em resumo, dentro de 6 anos, serão conhecidos todos 
os possíveis alvos moleculares para o tratamento de importantes doenças não- 
infecciosas em seres humanos.1,22
Após serem conhecidos todos os potenciais alvos moleculares para a 
descoberta de fármacos, a etapa seguinte compreende encontrar quais destes 
são realmente apropriados para se concentrarem os investimentos. Um alvo 
apropriado é aquele no qual uma pequena molécula moduladora da atividade 
específica fornecerá segurança e efetividade no tratamento ou prevenção de 
algumas desordens ou doenças humanas. O fato é que muitos alvos 
moleculares plausíveis falham ao não satisfazerem estes critérios, tanto por 
causa de seus mecanismos de toxicidade como por causa dos mecanismos
CAPÍTULO I
fisiológicos contrários de regulação, que evidentemente, tornam estes alvos 
moleculares ineficazes. Como conseqüência, um número de tecnologias vem 
sendo desenvolvido para validar alvos moleculares na descoberta de fármacos. 
Entre estas estão:
-genética humana e animal;
-genômicos.
Seletivamente, em certas populações, ocorrem incidentes particulares e 
incomuns de certas doenças. Por exemplo, os índios Pima sofrem de problema 
de obesidade anormal. Habitantes da Ilha da Cunha apresentam uma alta e 
incomum freqüência de doenças pulmonares. Um exame cuidadoso da herança 
hereditária destas desordens pode indicar um ou mais genes específicos que 
estariam associados a elas. Estes genes tornam-se válidos como alvos para a 
descoberta de fármacos.25
A genética dos camundongos pode ser similarmente empregada para 
identificar e validar alvos moleculares, uma vez que estes se apresentem de 
forma homóloga em humanos. Os estudos dos mecanismos controladores do 
peso corporal têm sido relacionados e sustentados com a identificação da 
leptina, o produto do gene ob.26 A administração de leptina induz à perda de 
gordura em camundongos ob/ob. A demonstração de que a obesidade está 
relacionada diretamente à perda de leptina vem sendo amplamente discutida e o 
papel da leptina tem recebido especial atenção em uma série de revisões 27'32 
Por exemplo, os camundongos ob/ob apresentam-se deficientes em leptina e os
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camundongos db/db são conhecidos por perder o receptor da leptina.33-35 Desde 
que é conhecida a existência de leptina e o seu receptor no homem, essa e 
outras pequenas moléculas agonistas da leptina apresentam-se como razoáveis 
caminhos para o tratamento da obesidade e diabetes em humanos.36,37
Os genômicos trazem junto a informação sobre a sequência de genômas 
e as ferramentas de informação tecnológica para tentar identificar a função dos 
novos genes. Uma vez que a função de um novo gene tenha sido estabelecida, 
pode-se razoavelmente começar a pensar sobre seu potencial como alvo 
molecular para a descoberta de fármacos. A utilização de genômicos vem sendo 
bastante proveitosa na identificação e validação dos alvos moleculares em 
caminhos muito definidos.22
Claramente, estas tecnologias são de alta importância e o seu 
desenvolvimento e utilização criarão valores de bem-estar e saúde humana. 
Contudo, o foco desta Tese está no segundo tema identificado anteriormente: 
encontrar as moléculas certas. '
B. Encontraras moléculas certas
Neste aspecto, também tem sido desenvolvido um número de tecnologias 
promissoras. Principalmente, entre estas, encontram-se:
-química combinatória e ensaios em massa;
-planejamento racional de fármacos;
- relações quantitativas estrutura-atividade (QSAR preditivo).
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Química combinatória/Ensaios em massa
0  desenvolvimento da química combinatória tem proporcionado a rápida 
criação de enormes bibliotecas de novas moléculas. Baseado em uma única 
molécula, bibliotecas contendo 100.000 compostos podem ser criadas, embora 
bibliotecas menores contendo cerca de 5.000 a 10.000 compostos sejam as 
mais comuns. As maiores companhias farmacêuticas do mundo possuem 
bibliotecas contendo entre 53.500 e 435.000 compostos, sendo esperada a 
duplicação destes números para o ano 2000.1 Grupos de química combinatória 
estão reunindo coleções de milhões de compostos que podem ser examinados 
para uma atividade biológica desejável.9,38'40 O objetivo consiste em aumentar a 
probabilidade de encontrar moléculas interessantes aumentando o número de 
possibilidades.41 Contudo, dispor de alguns milhões de moléculas torna evidente 
a necessidade do desenvolvimento de técnicas para o exame destas enormes 
bibliotecas quanto à atividade biológica. Ensaios em massa têm sido 
desenvolvidos para encontrar estas necessidades. A automatização e a 
robotização dos exames biológicos permitem que um único usuário examine 
dezenas de milhares de compostos por dia, em casos favoráveis. É 
desnecessário dizer que, o desenvolvimento e o exame de enormes bibliotecas 
de moléculas requerem um maior investimento em informação tecnológica. É 
preciso examinar um número muito grande de moléculas e suas atividades 
biológicas em um caminho que torne estes dados úteis para o cientista na 
procura da informação. Corre-se o risco, neste processo, de se exceder a 
capacidade de memória da estação computacional de trabalho ou de se obter
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uma inadequada velocidade de examinação, fatores que implicariam seriamente 
em altos custos e desperdício de tempo.1
A química combinatória está sendo explorada rapidamente em programas 
de descoberta de fármacos e ainda é muito cedo para avaliar o impacto que esta 
tecnologia alcançará.15,25
Planejamento racional de fármacos
Geralmente, a primeira barreira a ser vencida no processo tradicional de 
descoberta de fármacos é encontrar moléculas, simples e potentes, que 
modulem a atividade do alvo macromolecular. Inibidores enzimáticos, agonistas 
e antagonistas de receptores biológicos, são exemplos típicos. O exame de 
tradicionais coleções de compostos, produtos naturais ou bibliotecas de química 
combinatória, é um caminho para encontrar uma série de moléculas que 
possibilite um ponto de partida para estudos em Química Medicinal. Uma outra 
alternativa, que pode ser empregada separadamente ou em conjunto com 
programas de examinação, é o planejamento racional de fármacos.1,9
As técnicas cristalográficas de raios-X, empregadas conjuntamente com 
as técnicas de RMN multidimensional, tem proporcionado a elucidação 
estrutural, com alta resolução, de muitas proteínas, incluindo, entre estas, muitos 
alvos plausíveis para a descoberta de fármacos. A determinação de estruturas 
nas quais uma pequena molécula está ligada ao sítio ativo de uma 
macromolécula, possibilita a identificação deste determinado sítio, assim como, 
a determinação das interações não-covalentes que determinam as estruturas
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dos complexos enzima-inibidor. O estudo de tais complexos, explorados com as 
ferramentas de química computacional e modelagem molecular, pode fornecer 
informações essenciais aos químicos medicinais para o planejamento de 
moléculas mais potentes e específicas para o determinado alvo.9,15,42,43 Todas 
as maiores companhias farmacêuticas dos Estados Unidos possuem capacidade 
para o planejamento racional de fármacos e algumas companhias menores, 
como a Vertex, BioCryst e Agouron, têm esta como a estratégia fundamental de 
suas organizações.25
O planejamento racional de fármacos tem sido de grande valor na 
descoberta de fármacos. Por exemplo, a estrutura detalhada da protease 
codificada pelo vírus HIV-1 foi usada como modelo para a descoberta de muitos 
inibidores da protease, que, atualmente, são amplamente empregados no 
tratamento de pacientes com AIDS. Estes incluem, saquinavir, ritonavir, indinavir 
e nelfinavir.1,22,25
QSAR preditivo1,25
A habilidade para criar modelos preditivos de QSAR seria extraordinário 
na descoberta de fármacos. Poderia predizer-se o valor de determinada 
propriedade para novos compostos e depois sintetizar somente aqueles que 
encontrassem um padrão pré-determinado de interesse. Considerando-se que o 
principal tema desta Tese é o desenvolvimento de modelos preditivos de QSAR, 
detalhes adicionais importantes são apresentados a partir do item 1.7 desta 
introdução (págs. 40-56).
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A tecnologia de QSAR fez história nos últimos 40 anos e uma quantitade 
substancial de trabalhos foram demonstrados na literatura com sucesso, 
incluindo um certo número na descoberta de fármacos. Contudo, modelos de 
QSAR, enquanto preditivos em alguma região do espaço estrutural, têm limitado 
poder preditivo, que geralmente não é claro, fora destes limites. 
Conseqüentemente, a proposta preditiva do QSAR tem sido limitada, e, portanto, 
o maior interesse do QSAR tem sido na área de correlações de dados.
O fato de que a tradicional tecnologia de QSAR não tenha alcançado a 
grande promessa do QSAR preditivo, não diminue esta promessa. Permanece 
claro que, modelos preditivos de QSAR, confiáveis para um determinado espaço 
estrutural, seriam uma revolução no desenvolvimento de fármacos. O objetivo 
desta Tese é a construção de conjuntos padrões de dados e o desenvolvimento 
de modelos preditivos empregando um novo paradigma do QSAR.
1.4.2 Formação de alianças externas
Uma forte tendência que vem ganhando espaço nos últimos anos é o 
compromisso das maiores companhias farmacêuticas em lançar recursos de 
P&D em alianças externas. Atualmente, cerca de 20% do investimento de P&D é 
empregado em alianças envolvendo:1,22,44
-companhias biotecnológicas;
-instituições acadêmicas;
-outras companhias farmacêuticas maiores (ocasionalmente).
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Os exemplos nesta última categoria são raros e a forma de uma aliança 
se dá através da compra ou união. Um bom exemplo ocorreu nos últimos anos 
através de empresas gigantes como a Bristol-Myers Squibb, Glaxo Wellcome, 
Novartis (Ciba-Geigy/Sandoz) e SmithKline Beecham 22,25
A. Alianças com companhias biotecnológicas1,22,25
Durante os últimos 15 anos, o crescimento da indústria biotecnológica fez 
com que pequenas companhias com potencial de P&D, que concentravam suas 
pesquisas em pequenas moléculas, tenham crescido espetacularmente, em 
particular, nos Estados Unidos. Estas companhias freqüentemente se baseiam 
no desenvolvimento de uma nova tecnologia, às vezes similar àquelas 
disponíveis. Por exemplo, as primeiras companhias biotecnológicas foram 
estabelecidas a cerca da tecnologia em biologia molecular. Outras se 
estabeleceram através da perícia em química combinatória e outras através do 
planejamento racional de fármacos ou perícia em genômicos, entre outros.
No início de seu desenvolvimento, estas pequenas companhias, 
dependiam de suas habilidades em fazer acordos com as grandes companhias 
farmacêuticas, fornecendo tecnologia especializada em troca de suporte para 
P&D. Um grande número destas alianças foi formado. Por exemplo, a 
Millennium Pharmaceuticals teve, ao final de 1998, alianças com a Roche, Eli 
Lilly, Pfizer, Astra, Wyeth-Ayerst, Monsanto e Bayer.
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B. Alianças com instituições acadêmicas
Estas alianças têm apresentado um crescimento nos Estados Unidos nos 
últimos anos. A comunidade acadêmica envolvida nestas alianças está mais 
confortável atualmente com as relações com a indústria que no começo dos 
anos 80.45'46 O número de relações entre companhias farmacêuticas e 
laboratórios acadêmicos continua a aumentar. A criação destas relações em um 
caminho que particularmente encontre, simultaneamente, os objetivos de ambos 
os parceiros tem demonstrado ser dificultosa em muitos casos, principalmente 
na atualização das informações e progressos realizados por ambas as partes 
envolvidas, que ainda permanecem escassos.47 Por outro lado, os trabalhos 
desenvolvidos têm encorajado investimentos adicionais por parte da 
comunidade farmacêutica, embora as características do relacionamento tenham 
se mantido extraordinariamente estáveis. Cerca de noventa por cento das 
companhias conduzindo pesquisas nos EUA tem relações com instituições 
acadêmicas.48 Após mais de uma década de contínua interação, universidades e 
indústrias parecem ter formado parcerias científicas duráveis, embora esta 
relação possa causar grandes ameaças quanto às restrições das comunicações 
científicas que as universidades geralmente perseguem. O exemplo mais claro 
disto está nos acordos nos quais as companhias farmacêuticas incluem 
cláusulas contratuais, a fim de manter os resultados da pesquisa em sigilo por 
um tempo além do necessário para a finalização da patente.“®
Nos países desenvolvidos, a indústria farmacêutica é a grande 
responsável pela maior parte das pesquisas no desenvolvimento de fármacos,
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enquanto no Brasil, a maior responsável por estas pesquisas é a universidade. 
Portanto, a formação de alianças efetivas entre a universidade e a indústria 
poderá promover e criar recursos humanos e financeiros que permitam avanços 
tecnológicos nas pesquisas em Química Medicinal. A riqueza da flora brasileira 
se apresenta como um alvo ideal para o investimento e geração de recursos em 
pesquisas.
1.4.3 Integração na indústria farmacêutica25
Historicamente, as maiores companhias farmacêuticas têm descoberto, 
desenvolvido, manufaturado e vendido formulações farmacêuticas a seus 
consumidores. Estas atividades continuam a formar as partes centrais de suas 
atividades de negócios. Contudo, muitas indústrias estão envolvidas agora, 
diretamente ou através de alianças, na venda de fármacos que não necessitam 
de prescrição médica, como também, no manufaturamento da substância 
(fármaco) ou produto do fármaco, para a sua própria ou para outras companhias 
farmacêuticas.
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1.5 Inibidores Enzimáticos
A Química Medicinal é a ciência que trata do planejamento e da 
descoberta de novos compostos químicos com potencial terapêutico, e do seu 
desenvolvimento até o uso clínico. Os inibidores enzimáticos têm se 
apresentado extremamente úteis neste contexto.50,51
Muitas doenças, ou ao menos indícios de doenças, surgem a partir da 
deficiência ou excesso de um específico metabólito no corpo, através da 
infestação de um organismo estranho ou de um crescimento celular anormal. Se 
a deficiência ou o excesso de determinado metabólito pode ser normalizada e se 
os corpos estranhos ou células anormais podem ser destruídos, estes estados 
de doenças serão remediados. Todas estas situações podem ser afetadas por 
inibição enzimática específica ou seletiva.50
Muitas substâncias são capazes de alterar a atividade de uma enzima em 
um caminho que influencie a sua ligação ao substrato. Substâncias que reduzem 
a atividade enzimática neste caminho são conhecidas como inibidores. Muitos 
inibidores são substâncias estruturalmente parecidas com os substratos de suas 
enzimas. Contudo, não reagem ou então reagem muito lentamente comparado 
ao substrato natural. Tais inibidores são comumente utilizados para investigar a 
natureza química e conformacional do sítio ativo ligante ao substrato, como 
parte das pesquisas para elucidar o mecanismo catalítico enzimático específico. 
Além disso, muitos inibidores enzimáticos são efetivos agentes quimioterápicos, 
desde que um substrato análogo não-natural seja capaz de bloquear a ação de 
uma específica enzima. Em geral, quando a atividade de uma enzima é
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bloqueada, os substratos não podem ser metabolizados e, portanto, os produtos 
metabólitos não são gerados.50
1.5.1 Utilidade dos inibidores enzimáticos na clínica médica
Na clínica médica, durante as últimas décadas, encontra-se uma série de 
inibidores com diversas utilidades terapêuticas, determinado assim, a 
importância chave desta classe no processo de descoberta de fármacos. Se 
uma célula apresenta deficiência do substrato para a enzima alvo e esta 
deficiência resulta em um estado de doença, a inibição da enzima envolvida 
neste processo previniria a degração do substrato, aumentando assim, a sua 
concentração. Um exemplo é o princípio de ataques convulsivos provocados 
pela diminuição dos níveis de ácido y-aminobutírico (GABA) no cérebro. A 
inibição da enzima que degrada o GABA, a GABA aminotransferase (4- 
aminobutirato aminotransferase), produz efeitos anticonvulsivantes.50 Se o 
excesso de um específico metabólito produz um estado de doença, a inibição da 
enzima que catalisa a biossíntese deste metabólito diminuiria, portanto, sua 
concentração.50 A superprodução de ácido úrico é um fator marcante nos 
pacientes com gota e uma característica nos casos de hiperuricemia. A inibição 
da xantina oxidase, enzima responsável pela conversão de xantina em ácido 
úrico, reduz a concentração de ácido úrico, resultando em efeitos anti- 
hiperuricêmicos.50 A via biossintética do colesterol tem mais do que 20 etapas 
enzimáticas iniciadas a partir da acetil-CoA. A etapa determinante é a conversão 
de 3-hidróxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) ao ácido mevalônico,
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catalisada pela HMG-CoA redutase. Sendo a hipercolesterolemia o principal 
risco de doenças coronárias52 e porque a taxa total da biossíntese do colesterol 
é uma função desta enzima, a inibição da HMG-CoA redutase é extremamente 
eficaz em reduzir as concentrações plasmáticas de LDL-colesterol.50 Vale 
ressaltar que a doença cardíaca coronariana é a prinicipal causa de mortes nos 
Estados Unidos. Cerca da metade de todas as mortes ocorridas nos Estados 
Unidos é atribuída à aterosclerose.51 O principal componente da placa 
aterosclerótica (depósitos de gordura no interior da parede das artérias) é o 
colesterol. Se o produto de uma reação enzimática é necessário para conduzir 
uma função fisiológica importante (e o inibidor apresenta-se para bloquear este 
processo), a inibição desta enzima diminui a concentração deste produto e pode 
interferir no efeito fisiológico. Prostaglandinas, substâncias de vasto interesse 
nos círculos biológicos, estão envolvidas na patogênese de processos 
inflamatórios e febris. A inibição da prostaglandina sintetase resulta em efeitos 
antiinflamatório, antipirético e analgésico.50
No caso de organismos estranhos, tais como bactérias e parasitas, ou no 
caso de células tumorosas, a inibição de suas enzimas essenciais pode prevenir 
a ocorrência de importantes processos metabólicos, resultando na inibição do 
crescimento ou replicação de organismos ou células anormais. A inibição da 
alanina racemase bacterial, por exemplo, bloqueia a biossíntese da parede 
celular da bactéria.53 Tais compostos inibidores possuem atividade 
antibacteriana. O uso de fármacos para combater organismos estranhos e 
células anormais é chamado quimioterapia.
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A inibição enzimática é uma direção promissora para a descoberta 
racional de novas moléculas-líderes ou fármacos. Um inibidor enzimático ideal 
deve ser totalmente específico para a enzima alvo. Como isto é muito raro, 
procura-se atingir ao máximo a mais alta inibição seletiva, que se constitui como 
o real objetivo a ser alcançado. Devido a esta afinidade seletiva enzima/receptor, 
no sítio ativo da enzima, uma anologia pode ser feita entre agonistas, 
antagonistas e inibidores competitivos.50,54
Os principais inibidores enzimáticos empregados na clínica médica são 
mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Inibidores enzimáticos utilizados na clínica médica.50
Inibidor Enzima Indicação clínica/Uso
Ciprofloxacina DNA-girase Infecções do trato urinário, antibiótico
Teofilina Fosfodiesterase Broncodilatador, estimulante do SNC
Aspirina, Indometacina Cicloxigenase Antiinflamatório, artrite reumatóide
Fluorouracil Timidilate sintetase Antineoplásico
Aciclovir DNA-polimerase Infecções, vírus da herpes
Zidovudine Transcritase reversa AIDS
Captopril Peptidil dipeptidase, (ECA) Anti-hipertensivo
Lovastatin HMGCoA redutase Hipercolesterolemia
Litio lnositol-1-fosfatase Patologia maníaco-depressiva
Ciclosporina Peptidil prolil isomerase Rejeição de órgãos transplantados
Disulfiram Aldeído desidrogenase Tratamento do alcoolismo crônico
Alopurinol Xantina oxidase Gota, hiperuricemia
Testolactona Aromatase Carcinoma mamário
Finasterida 5-alfa-redutase Hiperplasia benigna prostática
Sildenafil Fosfodiesterase do tipo 5 Disfunção erétil
Trimetoprin, Metotrexato Diidrofolato redutase Antibiótico/antineoplásico, artrite
Clavulanato Beta-lactamase Antibiótico
Pargilina Monoamina oxidase-B Antidepressivo
Penicilina G Peptidoglican transpeptidase Antibiótico
Kanamicina Peptidil transferase Antibiótico
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1.6 Purina nucleosídeo fosforilase
Purina nucleosídeo fosforilase (PNP; EC 2.4.2.1) é considerada 
atualmente como um dos principais alvos para o desenvolvimento de novos 
fármacos. O interesse na PNP como alvo para a descoberta de fármacos deve- 
se ao seu papel no metabolismo das purinas e também à observação que a 
deficiência genética desta enzima está associada à disfunção seletiva das 
células T, sem o envolvimento na função das células B.58,50 A importância da 
PNP para a integridade do sistema imunológico tornou-se evidente com a 
descrição em 1975, de uma rara e única forma de imunodeficiência celular 
severa caracterizada pela perda das funções normais das células T, em crianças 
que apresentavam deficiência ou completa perda da atividade desta enzima.60 As 
manifestações clínicas desta imunodeficiência em vários pacientes foram 
detalhadas através de estudos posteriores.61'64 As anormalidades metabólicas 
não convencionais provenientes da deficiência da PNP tornam esta enzima um 
importante alvo quimioterápico.65 A PNP é uma enzima chave na rota de 
salvamento das purinas, fornecendo uma alternativa para a biossíntese de novo 
de nucleotídeos purinas.58,66 A deficiência da PNP resulta no aumento da 
biossíntese de novo de purinas e na acentuada elevação de nucleosídeos da 
guanina e hipoxantina no plasma e na urina.67
A PNP é essencial às funções normais das células T. Em particular, 
indivíduos com deficiência genética desta enzima apresentam diversas 
combinações de doenças imunodeficientes nas quais as funções das células T  
estão comprometidas ou ausentes.68 Este perfil sugere que inibidores da PNP
possam ser usados no tratamento de doenças proliferativas das células T, como
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linfoma e leucemia das células j , 66,69,70 no tratamento da rejeição de órgãos 
transplantados. Apresentam também, uso potencial como agentes 
imunosupressivos para o tratamento de certas doenças autoimunes mediadas 
pelas células T, incluindo artrite reumatóide,71-73 diabetes do tipo 1,74,75 lúpus e 
psoríase.76
Outras possibilidades para o uso de inibidores da PNP, não relacionadas 
com a resposta imune, são os estados hiperuricêumicos, como o tratamento da 
gota primária.77 Manifestações clínicas em crianças deficientes da PNP incluem 
estados hipouricêmicos, aumento na biossíntese de novo e notável elevação de 
nucleosídeos da guanina e hipoxantina no plasma e na urina. Pelo fato destes 
nucleosídeos serem mais solúveis que a xantina ou o ácido úrico, a excreção dos 
produtos dos ácidos nucléicos degradados pode ser facilitada, e o perigo da 
cristalização do ácido úrico prevenido pela administração de um potente inibidor 
da PNP.
Por outro lado, foi demonstrado, recentemente, que o parasita da malária, 
hospeda derivados purínicos formados via PNP para sintetizar seus próprios 
nucleosídeos.78,79 Neste caso, a função da PNP é essencial para a sobrevivência 
deste parasita no homem, proporcionando assim outra utilização potencial para 
os inibidores da PNP.
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1.6.1 Base bioquímica da inibição da proliferação das células T por
inibidores da PNP
A base bioquímica da imunodeficiência da PNP vem sendo profundamente 
estudada.65,80^ 2 Foi demonstrado que em pacientes com deficiência da PNP 
ocorre a acumulação de quatro substratos nucleosídeos da enzima no plasma e 
na urina. Contudo, somente o substrato 2'-desoxiguanosina pode ser fosforilado 
nas células T para formar o correspondente derivado trifosfato (dGTP), que é o 
principal agente envolvido na toxicidade seletiva das células T (ver Figura 4).83,84 
A dGTP acumulada é responsável pela inibição da enzima ribonucleotídeo 
redutase, que catalisa a redução de nucleosídeos difosfatos aos seus 
correspondentes 2-desoxi derivados.85 Tal inibição bloqueia a redução de 
difosfato citidina (CDP), resultando na deficiência intracelular de dCTP (Figura 4). 
Esta deficiência afeta as células na síntese do DNA, resultando em defeito e 
morte celular.86,87 Acredita-se que a administração de 2’-desoxiguanosina em 
combinação com um potente inibidor da PNP produziria efeitos sinérgicos.09 
Outro caminho atrativo é o planejamento de análogos de nucleosídeos 
(substratos pobres da PNP) que apresentam alta reatividade com 
desoxiguanosina quinase e outras enzimas na síntese do dGTP, tornando 
possível, portanto, a acumulação intracelular de análogos dGTPs.65,69
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Figura 4. Base bioquímica para a toxicidade seletiva às células T na deficiência 
da PNP. Racionalidade para o uso de inibidores da PNP.
Por outro lado, um resumo das etapas de formação do ácido úrico é 
mostrado na Figura 5 (ver também Figura 4). A purina nucleosídeo fosforilase 
converte inosina e guanosina em suas correspondentes bases purínicas, 
hipoxantina e guanina. A guanina é desaminada para formar xantina. A 
hipoxantina é oxidada pela xantina oxidase à xantina, a qual é 
subseqüentemente oxidada pela xantina oxidase em ácido úrico, o produto final 
do metabolismo das purinas nos seres humanos. O ácido úrico é excretado na 
urina. A gota primária e outras condições hiperuricêmicas são caracterizadas por 
crises de inflamação artrítica aguda causada pela deposição de cristais de urato 
de sódio. A utilização de inibidores da PNP poderia levar à redução nos níveis de
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ácido úrico, combinada a níveis aumentados de nucleosídeos e nucleotídeos 
purínicos.
Inosina
PNP r piV r -i -
o
ò ? > NH‘N'
Hipoxantina
Xantínoxidase
Guanosina 
PNP cpiV R-l-I
O
Guanina 
''Àminoidrolase
O
Xantina
Xantinaoxidase
O
Figura 5. Degradação dos nucleosídeos purínicos ao ácido úrico.
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1.6.2 Caracterização da PNP
A partir do grande interesse demonstrado nas funções da PNP, a enzima 
tem sido purificada de várias fontes, incluindo eritrócitos humanos,88,89 
placenta,90 granulócitos91 Também do baço,92 cérebro,93 tireóide94 e fígado95 
bovino; do fígado de coelho96 e de galinha;97,98 de bactérias;99 de parasitas da 
malária;100 entre outras fontes.
A PNP, isolada de ambos, eritrócito humano e baço bovino, apresenta 
estrutura trimérica com massa molecular de cerca 84.000 Da e sub-unidades 
com massa molecular estimada em 28.000 Da.101 A seqüência codificada do 
DNA para a purina nucleosídeo fosforilase de eritrócitos humanos foi 
determinada e contém 291 aminoácidos com um massa molecular aproximada 
de 32.000 Da.102 A seqüência da PNP bovina é 86% idêntica à do eritrócito 
humano e todos os resíduos do sítio ativo são conservados. A estrutura cristalina 
da enzima, a partir do eritrócito humano, indica que cada monômero do trímero 
contém um sítio ativo e cada sítio liga-se a substratos análogos.103
1.6.3 Mecanismo catalítico
Estudos envolvendo o mecanismo catalítico demonstraram que a PNP é 
específica para nucleosídeos purínicos em configuração-p, clivando a ligação 
glicosídica com a inversão da configuração para produzir a correspondente base 
purina e a-ribose-1-fosfato, como mostrado na Figura 6.104,105
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Figura 6. Reação catalisada pela purina nucleosídeo fosforilase (PNP). No 
equilíbrio: síntese de guanosina a partir da guanina e ribose-1 -fosfato.
Muito foi deduzido sobre o mecanismo catalítico da PNP por estudos 
químicos antes de ser vizualizada sua estrutura tridimensional. Estudos 
caracterizando a reação por cinética enzimática na direção da liberação da base 
purínica indicaram que a catálise ocorre através de um complexo ternário entre 
enzima, nucleosídeo e fosfato,106 sem o envolvimento de intermediários 
fosforilados ou ribosilados da enzima.88 Contudo, estudos cinéticos não foram 
consistentes na concordância quanto à ordem de ligação dos substratos e 
liberação dos produtos. Para a PNP da tireóide bovina, fosfato foi demonstrado 
por ligar-se prioritariamente frente ao nucleosídeo,94,107 enquanto que a ordem 
inversa foi encontrada para a PNP do cérebro humano.93
Estudos utilizando mudanças de fluorescência demonstraram que a PNP 
do baço bovino catalisa a cisão fosforolítica de nucleosídeos purinas através de 
um mecanismo bimolecular ao acaso, enquanto que a síntese dos nucleosídeos 
ocorre através de um mecanismo bimolecular ordenado.108 A clivagem da ligação 
glicosídica é postulada por ocorrer através de um mecanismo tipo-Sigl baseado 
no efeito isotópico cinético 20-30% a-deutério, observado durante ambas
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fosforólise109,110 e arsenólise111 da 1'-[2H]inosina. Estes estudos demonstraram 
que a clivagem da ligação glicosídica ocorre distante em relação à ligação que 
está se formando na direção fosforolítica e que o estado de transição tem 
considerável característica de íon oxocarbênio. Evidências adicionais para o 
estado de transição com características de íon oxocarbênio foram fornecidas a 
partir de estudos de cinética isotópica com PNP na hidrólise e metanólise da 
inosina catalisada pela PNP.112
Análises do perfil de pH e da cinética de PNPs, quimicamente 
modificadas, levaram à postulação da participação das cadeias laterais da 
histidina 86 e asparagina 243. A primeira na captura de um próton do monoânion 
fosfato para gerar uma espécie mais nucleofílica e a segunda, por sua vez, na 
protonação da base purínica, aumentando, assim, a habilidade do grupo de 
saída93-107-113-114
A informação essencial, necessária para identificar o sítio ativo, especificar 
o modo de ligação do substrato e elucidar o mecanismo enzimático, veio através 
de estudos cristalográficos de raios-X para a PNP humana e diversos complexos 
PNP-inibidor, com resoluções de 2.75 e 3.2 a0103,115 As estruturas cristalinas 
forneceram evidências na origem da alta especificidade pelo substrato. A 
especificidade da PNP por guanina, hipoxantina e por seus análogos estruturais 
pode ser explicada com base na disposição dos doadores e aceptores de 
próton no sítio ativo da enzima.116 Estes substratos fazem uma ponte de 
hidrogênio (doador) no N1 e outra (aceptor) no 06 da purina. As cadeias laterais 
da asparagina 243 e lisina 244 estão próximas ao 06, enquanto a do glutamato 
201 está próximo ao N1117,118 A alta especificidade da PNP por 6-oxopurinas
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frente a 6-amino nucleosídeos purinas (com uma eficiência catalítica, kcat/KM,
350.000 vezes maior para inosina quando comparada à adenina) ficou clara, 
desde que a adenina e seus análogos estruturais possuem um grupo doador no 
N6 e um aceptor no N1. O hidrogênio ligado à base é somente complementar 
para análogos da guanina e hipoxantina.119 Além disso, o grupo amino no C2 da 
guanina está em posição para formar uma ponte de hidrogênio adicional com o 
grupo carboxilato do glutamato 201. Isto pode explicar a observação que 
análogos da guanina, geralmente, ligam-se melhor à PNP que os 
correspondentes análogos da hipoxantina.103
O sítio ligante da ribose apresenta o menor número de interações 
específicas, que comprovadamente não são fundamentais para a catálise. Um 
pequeno lado da ribose é geralmente hidrofóbico e interage ao menos com 4 
resíduos aromáticos da enzima. O lado hidrofílico do açúcar está próximo ao 
grupo fosfato. Pode ser possível uma ponte de hidrogênio entre o O3 da ribose e 
a hidroxila da tirosina 88 (3’-desoxinosina liga-se muito fracamente à enzima).120 
Embora o O2 possa estar próximo à cadeia lateral da metionina, parece não 
estar suficientemente próximo para formar uma forte ponte de hidrogênio. Esta 
observação é consistente, pois a PNP aceita ambos ribonucleosídeos e 2 -  
desoxirribonucleosídeos como substrato.106
Os estudos cristalográficos de raios-X foram muito importantes, indicando 
que todos os contatos diretos entre a PNP e os substratos (nucleosídeo purina e 
fosfato) ocorrem através das cadeias laterais de aminoácidos da enzima, que são 
ilustrados na Figura 7.116
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Figura 7. Modelo do sítio ativo da PNP construído a partir das coordenadas 
atômicas para o complexo PNP-guanosina depositado na proteína. (Banco de 
dados: Brookhaven National Laboratory).
1.6.4 Inibidores da PNP
Apesar do grande potencial terapêutico dos inibidores da PNP estar sendo 
avaliado durante os últimos 20 anos, a primeira triagem clínica de um destes foi 
somente completada recentemente.67,121122 Desta forma, torna-se imperativo o 
desenvolvimento de novas tecnologias com o objetivo de planejar novos
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inibidores que possuam alta potência e especificidade para a enzima. No 
passado, um número promissor de análogos de nucleosídeos purínicos em 
triagens laboratoriais não ofereceu vantagens claras sobre suas respectivas 
bases purinas análogas. Isto pode ser prontamente explicado pela alta atividade 
da PNP em tecidos eritrócitos humanos (10-15 E.U/ml das células). Existe PNP 
suficiente nos eritrócitos do corpo humano de um adulto para a cisão fosforolítica 
de cerca de 5 gramas de inosina por minuto,123 o que requer um inibidor potente 
e permeável à membrana para atingir 99,9% da atividade da PNP. Baseado 
nisto, é estimado que um inibidor capaz de possuir efeito significante sobre as 
células T do sistema imunológico deve apresentar um K\ < 10 nM.66,117
Considerando que muitos análogos de nucleosídeos purínicos são bons 
substratos para PNP e também são permeáveis ao eritrócito, é provável que 
estes nucleosídeos sejam rapidamente convertidos às bases livres no sistema 
vascular antes de alcançarem alvos periféricos, como por exemplo, um tumor. 
Portanto, a co-administração de um potente inibidor da PNP deverá certamente 
permitir que estes nucleosídeos purínicos sobrevivam ao trânsito biológico 
através da corrente sangüínea, alcançando, assim, o desejado sítio de ação.69
O primeiro inibidor significante da PNP a ser identificado foi 8- 
aminoguanina (1), com K, aparente de 0,2 i^M para a enzima do eritrócito 
humano.114
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A partir da descoberta deste primeiro inibidor potente da PNP, uma série 
de investigações foi realizada e muitos outros inibidores foram publicados 
durante os últimos anos.122,124 Por exemplo, foi demonstrado que a guanina é 
cerca de 3 vezes mais potente que a hipoxantina, e que 8-aminoguanina é de 10- 
50 vezes mais potente que 8-aminohipoxantina.09'114 Existem muitos outros 
estudos de estrutura-atividade na literatura que demonstram que o grupo 2- 
amino das guaninas incrementa significantemente a ligação inibidor-PNP.10,125"129 
Em um caso extremo, o K\ da 8-amino-9-benzilhipoxantina foi 750 vezes maior do 
que o da 8-amino-9-benzilguanina.125
A Tabela 2 apresenta alguns exemplos de inibidores da PNP (baço bovino 
e eritrócito humano) com seus respectivos valores de CI50. Basicamente, podem 
ser observadas algumas modificações na estrutura da base purínica, 
principalmente: 9-substituídas (6, 7, 10, 11, 14); 9-substituídas-9-deaza (4, 5, 8, 
9, 12); 8-amino-9-substituídas (2, 3, 15); 8-amino-9-substituída-9-deaza (13). 
Estas modificações forneceram diversas classes de inibidores derivados da 
guanina e foram utilizadas em diversos estudos envolvendo o planejamento 
racional de inibidores da PNP.
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Tabela 2. Inibidores da PNP.
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Em particular, estudos realizados pela BioCryst Pharmaceuticals com 
diversas classes de inibidores da PNP com potencial permeabilidade pela 
membrana demonstraram que um destes, 9-(3-piridilmetil)-9-deazaguanina 
(denominado BCX-34) (16), escolhido para estudos posteriores, encontra-se na 
fase III de estudos clínicos.67,122 O K, do BCX-34 para a PNP do eritrócito 
humano é 31 nM. A CI50 para a inibição da proliferação das células T (CCRF- 
CEM) é 0,8 nM na presença de 2’-desoxiguanosina, 0 qual, sozinho, não 
apresentou efeito nas células. Também, este inibidor não apresentou inibição na 
proliferação das células B (MGL-8) a 30 |xM. Estudos clínicos envolvidos nas 
fases I e II de uma formulação dermal do BCX-34 inidicaram que esta droga pode 
ser segura e eficaz no tratamento de linfomas cutâneos das células T e da 
psoríase.67
O
(16)
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1.7 Relações quantitativas estrutura-atividade (QSAR)
As relações estrutura-atividade (SAR) e estrutura-propriedade (SPR) 
estão integradas ao planejamento racional de fármacos. A idéia das relações 
quantitativas estrutura-atividade ou estrutura propriedade (QSAR/QSPR) foi 
introduzida por Hansch e colaboradores em 1963 e primeiramente aplicada na 
análise da importância da lipofilicidade na potência biológica.134"136 Métodos 
quantitativos assumem que a atividade biológica está correlacionada com a 
estrutura química ou com as propriedades da estrutura, e que a conseqüente 
atividade pode ser modelada em função de atributos físico-químicos calculáveis.
As técnicas de QSAR vêm provando serem importantes no processo de 
descoberta de fármacos.137,138 Um amplo número de revisões sobre QSAR está 
disponível na literatura.139'140 O desafio para a próxima década é a geração de 
tecnologias de QSAR capaz de predizer a atividade biológica de compostos 
ainda não sintetizados. Estas poderosas ferramentas serão importantes no 
rápido e eficiente progresso da química sintética moderna no planejamento e 
racionalização de novos e poderosos terapêuticos.
1.7.1 Técnicas de QSAR
As técnicas de QSAR podem ser dividas em dois principais tipos: O 
clássico Hansch e as técnicas 2D e 3D.141 Ambas as técnicas têm duas etapas 
básicas:
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-cálculo dos descritores moleculares;
-geração estatística de modelos de QSAR.
A. Cálculo dos descritores moleculares
A maioria dos métodos de QSAR desenvolvidos durante os últimos anos 
trata de descritores de estruturas moleculares derivadas de representação bi­
dimensional (2D), isto é, baseado na conetividade molecular. Um grande número 
de descritores 2D têm sido demonstrado, incluindo constantes de 
hidrofobicidade,140,142 refratividade molar, constantes eletrônicas de Hammett,143 
parâmetros Verloop STERIMOL144 e índices topológicos.145 Métodos tradicionais 
de QSAR têm utilizado diversos destes parâmetros, como também métodos de 
regressão múltipla linear para desenvolver equações relacionando estrutura e 
atividade biológica.139,140
A rápida acumulação de informações experimentais de estruturas tri­
dimensionais (3D) para muitas moléculas orgânicas de interesse biológico146,147 
contribuiu para o desenvolvimento de rápidos e precisos métodos para geração 
de estruturas 3D (CONCORD)148-150 e alinhamento (Active Analog 
Approach),151,152 mais recentemente conduzindo ao desenvolvimento de 
descritores estruturais 3D. A razoável simplicidade, o alto grau de automação e 
o claro senso físico-químico dos descritores estéricos e eletrostáticos têm feito 
do Comparative Molecular Field Analysis (CoMFA), um dos métodos mais 
populares de QSAR 3D.153 O emprego deste método tem fornecido modelos
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altamente preditivos.154-157 Contudo, apesar do sucesso destas aplicações, 
muitos problemas persistem neste método.258"100
B. Geração estatística de modelos de QSAR
Uma característica comum entre os métodos avançados em oposição ao 
tradicional QSAR/QSPR é o drástico aumento no número de descritores. Muitos 
métodos estatísticos têm sido empregados para gerar modelos de QSAR a partir 
das variáveis descritivas. As técnicas mais comumente utilizadas são regressão 
múltipla linear (RML) e Partial Least Squares (PLS). O clássico QSAR, na 
grande maioria das vezes, emprega a RML,161 porém, com o aumento no 
número de descritores, sua utilização torna-se inadequada. Basicamente, 
cálculos de QSAR empregando RML falham por duas convincentes razões. 
Primeiro, a RML realiza um bom trabalho somente quando os descritores 
utilizados são independentes entre si. De fato, descritores que são comumente 
usados em cálculos de QSAR não são estritamente independentes entre si, e, 
em alguns casos, são fortemente correlacionados. Este é certamente o caso do 
conjunto de descritores empregado no trabalho de modelagem descrito nesta 
Tese.25 Segundo, a RML apresenta o melhor desempenho quando o número de 
observações sendo correlacionado é maior que o número de descritores usado 
para correlacioná-las. Esta condição também, freqüentemente, falha em cálculos 
de QSAR e certamente falharia gravemente neste trabalho de Tese. Entretanto, 
os avanços realizados em quimiometria141,162-164 e algoritmos165"169 têm fornecido 
aos pesquisadores ferramentas adequadas para solucionar este problema.
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1.8 O novo paradigma do QSAR25’ 170
A habilidade para o eficiente planejamento ou descoberta de novas 
moléculas patenteáveis, potentes e específicos inibidores enzimáticos, agonistas 
específicos ou antagonistas de receptores biológicos, é de grande importância. 
Muitas destas moléculas contribuem para a prevenção ou terapia de doenças 
humanas. A indústria farmacêutica, a nível mundial, continua empregando e 
procurando por novas tecnologias a fim de proporcionar novas habilidades para 
rapidamente identificar e caracterizar novas moléculas nestas classes.
Relações quantitativas estrutura-atividade (QSAR) ou estrutura 
propriedade (QSPR) vêm sendo empregadas e continuam sendo desenvolvidas 
para correlacionar informações em conjuntos de dados e também como uma 
ferramenta para facilitar, por exemplo, o planejamento e a descoberta de 
inibidores enzimáticos. Trabalhos empregando a clássica tecnologia de QSAR 
provaram ser utéis em várias situações. Contudo, acredita-se que a tecnologia 
de QSAR tem potencial substancial inexplorado para facilitar o planejamento 
molecular. Três objetivos específicos incluem: (i) melhorar a habilidade dos 
modelos de QSAR para predizer o valor da propriedade de interesse para 
moléculas que não estão incluídas no conjunto treino, (ii) extrapolar o valor da 
propriedade além daqueles incluídos pelos membros do conjunto treino, (iii) 
qualificar estes modelos em um caminho que forneça medidas confiáveis para 
os valores preditos. Com o propósito de construtir uma clássica tecnologia em 
um caminho que alcance estes objetivos, ou seja, buscando uma compreensão 
do potencial inexplorado do QSAR ao serviço da descoberta de fármacos, uma
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equipe de cientistas foi organizada, inicialmente na indústria farmacêutica na 
Sterling Wmthrop Pharmaceuticals Inc. Atualmente, estes cientistas trabalham 
em conjunto nos Estados Unidos, como parte de uma equipe denominada 
Scientific Computing Team (SC7), a qual é liderada pelos Drs. Eugene H. 
Cordes e Jack W. Frazer. O maior objetivo do STC é criar conjuntos padrões de 
dados, os quais possam ser empregados: (i) para testar e aperfeiçoar o 
desenvolvimento da tecnologia de QSAR, e (ii) fornecer a base para a 
descoberta de novas moléculas que apresentem promessa de utilidade na 
clínica médica.
1.8.1 As técnicas de QSAR são úteis para o planejamento molecular170,171
Para muitos conjuntos de dados que abrangem limitado espaço 
estrutura/descritor, modelos tradicionais de QSAR fazem um bom trabalho 
correlacionando os dados do conjunto treino e podem apresentar significante 
capacidade preditiva. Isto quer dizer que o complexo panorama da modelagem 
apresenta regiões de estrutura e ordem nos quais modelos lineares fornecem 
uma adequada descrição.
Seria possível descobrir sinergias entre as técnicas de modelagem de 
QSAR e outras tecnologias de planejamento molecular capazes de criar 
modelos com maior capacidade preditiva.
QSAR tem um potencial para modelar processos que não podem ser 
modelados por outras tecnologias. Entre estes, incluem-se, por exemplo, dados 
de segurança de fármacos, taxas de transporte de fármacos através de
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barreiras, entre muitos outros. QSAR apresenta, talvez, unicamente, o potencial 
para otimizar simultaneamente diversas propriedades moleculares. Preditivos 
modelos de QSAR podem ser desenvolvidos para cada propriedade e 
empregados para predizer um perfil de propriedades para novas moléculas.
1.8.2 Tradicional QSAR170
O tradicional QSAR apresenta substancial potencial inexplorado para o 
planejamento molecular. Muitos modelos de QSAR falham na caracterização 
completa do conjunto treino. Tipicamente, os compostos não adequadamente 
modelados são simplesmente considerados “afastados” e são eliminados para 
futuras considerações. Além disso, muitos modelos de QSAR parecem ocupar 
regiões anômalas dentro do espaço de modelagem e não apresentam boa 
capacidade preditiva para a propriedade "desconhecida". Em geral, é difícil 
saber se os valores preditos são confiáveis ou não, sem a realização de 
experimentos para a determinação destas propriedades.
1.8.3 Os valores da propriedade de interesse170'172
Os valores da propriedade de interesse são determinados por interações 
não-covalentes entre as moléculas ou nas próprias moléculas. Dentro de limites 
muito amplos, os valores da propriedade de interesse refletem a energia e os 
caminhos com os quais as moléculas interagem umas com as outras não- 
covalentemente (como também as propriedades inerentes às próprias
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moléculas). Desta maneira, valores do ponto de ebulição refletem a espécie e a 
força das interações não-covalentés entre as moléculas no estado líquido, como 
também, parâmetros moleculares tais como tamanho e forma. O mesmo é 
verdadeiro para valores de constante de inibição enzimática, taxa de transporte 
de fármacos através das membranas, afinidade de ligantes por receptores e 
assim por diante. Desta forma, os descritores empregados na modelagem de 
QSAR devem ser estritamente correlacionados com estas forças não- 
covalentes. Contudo, a grande maioria de descritores empregados na 
modelagem tradicional de QSAR (clogP, parâmetros derivados de gráficos 
químicos teóricos, etc.) são fracamente correlacionados com as interações 
intermoleculares dominantes, as quais determinam os valores da propriedade. 
Este fato aumenta a complexidade do panorama da modelagem.
1.8.4 O campo de modelagem molecular170,172
O campo de modelagem, caracterizado pelos descritores de QSAR e o 
espaço ocupado pela estrutura química no conjunto treino, é amplo e complexo. 
Em parte, esta complexidade deriva da alta dimensionalidade (amplamente 
determinada pelo número de descritores) do espaço e das fracas relações entre 
as forças base dos valores das propriedades, os descritores e a diversidade de 
todas possíveis estruturas. Imediatamente, esta complexidade implica em que 
muitos modelos, não um ou dois, serão exigidos para caracterizar um conjunto 
de dados.
46
CAPÍTULO I
1.8.5 O panorama da modelagem170,172
O panorama da modelagem é globalmente não-linear. Modelos com 
linearidade local, que caracterizam satisfatoriamente conjuntos de dados, 
poderiam apresentar melhor poder preditivo. Não-linearidades podem derivar da 
complexidade mencionada anteriormente e a partir do fato de que o molde das 
forças intermoleculares não-covalentes, as quais determinam os valores da 
propriedade, podem variar de composto para composto dentro do conjunto 
treino. Em muitos casos, mecanismos moleculares, por trás de certos valores da 
propriedade, podem ser relativamente distintos de caso a caso. Ao mesmo 
tempo, sabe-se que existem regiões de estrutura e ordem no panorama de 
modelagem, os quais sugerem fortemente que a caracterização linear por parte, 
pode ser o caminho apropriado para caracterizar completamente os conjuntos 
de dados.
1.8.6 Qualificação dos modelos de QSAR170,172
Para serem eficientemente úteis ao design molecular, os modelos de 
QSAR devem ser qualificados a cerca do seu poder preditivo. Como 
mencionado anteriormente, os interessantes modelos estatísticos de QSAR para 
conjuntos de dados podem ser inúteis quando utilizados para predizer 
propriedades desconhecidas. É necessário uma metodologia que qualifique os 
conjuntos de dados em relação ao seu poder preditivo. Outro ponto crítico está
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em fornecer uma medida quantitativa das incertezas (erros) associada aos 
valores preditos.
1.8.7 Desenvolvimento da nova tecnologia de QSAR172
Basicamente, as questões chave diante do desenvolvimento da nova 
tecnologia de QSAR são:
-desenvolvimento de descritores correlacionados com as forças 
intermoleculares;
-procurar caminhos para criar uma completa caracterização por parte do 
conjunto de dados;
-desenvolvimento de metodologias para qualificar os modelos de QSAR; 
-encontrar o sentido correto para dar confiabilidade à medida do erro, dos 
valores preditos.
1.8.8 Trabalhando com QSAR172,173
Os benefícios do QSAR serão percebidos a partir de estudos teóricos e 
experimentais conduzidos paralelamente: a primeira etapa da modelagem de 
QSAR é a construção de um conjunto de dados, tipicamente um grupo de 
compostos para os quais o valor da propriedade de interesse foi medido. O 
conjunto treino é geralmente obtido experimentalmente. A geração de um ótimo
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conjunto treino para a aplicação da tecnologia de QSAR requer principalmente 
que:
-o usuário esteja razoavelmente familiarizado com a tecnologia de QSAR para 
otimizar a natureza do conjunto treino (tamanho, diversidade estrutural, alcance 
dos valores da propriedade);
-os cientistas e químicos computacionais trabalhem efetivamente em conjunto, 
com o objetivo de obterem um entendimento racional e apropriado sobre as 
questões relativas às áreas específicas de cada um dos envolvidos.
Deve-se notar que, para um bom uso da tecnologia de QSAR, é 
obrigatório:
-um bom entendimento da incerteza das medidas das propriedades estimadas;
-o desejado valor das propriedades estimadas de interesse.
Ótima utilização da tecnologia de QSAR requer também que esta 
tecnologia esteja disponível para uma aplicação útil do grupo de cientistas. Esta 
realização coloca algumas reservas na natureza do hardware e software que 
suportam a tecnologia de QSAR. Tem sido deliberado para o desenvolvimento 
desta tecnologia o acesso de rotina restrito somente a computadores pessoais. 
A Eastman Kodak é a proprietária desta tecnologia, que vem sendo 
desenvolvida e gerenciada pelo Scientifíc Computing Team. A utilização desta
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tecnologia está associada ao compromisso de preservação das características 
fundamentais deste novo paradigma, que ainda, não foram publicadas.
O SCT tem empreendido um caminho sistemático com o objetivo de 
encontrar soluções para as atuais limitações da tecnologia de QSAR. Este 
trabalho vem sendo desenvolvido por diversos anos, nos quais um grande 
número de progressos tem sido alcançado. O avanço obtido na tecnologia de 
QSAR é agora útil para o planejamento molecular. Uma série de modelos com 
alto interesse no processo de descoberta de fármacos vem sendo desenvolvida 
com sucesso.
1.8.9 Antecedentes e procedimento de modelagem
O trabalho de modelagem é realizado empregando-se softwares 
aplicativos baseados em um novo paradigma do QSAR. Diversas características 
essenciais deste paradigma foram publicadas anteriormente.174
O objetivo da nova tecnologia de planejamento molecular é criar modelos 
preditivos para moléculas, reais ou virtuais, de estruturas conhecidas, mas de 
propriedades desconhecidas. Os modelos de QSAR são desenvolvidos usando 
um conjunto treino de dados.171,172
A. Conjunto treino de dados111
A tecnologia de QSAR baseia-se em estatística, na qual estruturas 
moleculares são traçadas de acordo com o valor da propriedade para um
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conjunto de descritores. Para isto, precisa-se de um conjunto inicial de dados, 
denominado conjunto treino, o qual é constituído de um conjunto de moléculas 
de estruturas e valores da propriedade de interesse conhecidos. O conjunto 
treino apresenta propriedades variadas, como mostradas a seguir:
Tamanho
Típicos conjuntos treino contêm entre 20-100 moléculas e associados valores 
das propriedades. Contudo, podem ser construídos modelos de QSAR baseados 
em conjuntos contendo poucos membros, como por exemplo, entre 10 e 15 
estruturas.
Diversidade estrutural
Os conjuntos treino variam enormemente quanto à sua diversidade 
estrutural. Muitos conjuntos de dados disponíveis na literatura consistem de 
coleções de homólogos estruturais, os quais perdem muito em sua diversidade 
estrutural. Os modelos de QSAR baseados em tais conjuntos, geralmente, não 
apresentam alto poder preditivo além do patamar nos quais estes estão 
estabelecidos. Expandir seu poder preditivo, isto é, aumentar em parte o espaço 
estrutural, geralmente requer a inclusão de novas moléculas, as quais 
aumentarão a diversidade estrutural do conjunto de dados.
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Alcance dos valores da propriedade
A modelagem de QSAR é facilitada por um conjunto treino no qual os 
valores da propriedade de interesse estendam-se a um extenso alcance de 
valores. Isto possibilita predizer valores da propriedade além daqueles contidos 
no conjunto treino. Quanto maior e mais abrangente o vetor criado no espaço de 
modelagem pelos valores da propriedade do conjunto treino, mais precisas, 
provavelmente, serão as extrapolações.
Erro experimental
Existe dois pontos importantes. Primeiro, a modelagem de QSAR requer 
que o erro (desvio padrão) das propriedades estimadas do conjunto treino seja 
conhecido ou estimado. Geralmente, o desvio padrão para os valores das 
propriedades para cada molécula no conjunto treino será diferente e, em casos 
altamente favoráveis, será conhecido. Com maior freqüência, o trabalho 
experimental tem sido feito em um caminho que não define bem o desvio padrão 
e acaba por fazer-se estimativas pouco refinadas. Segundo, a modelagem de 
QSAR é facilitada por conjuntos de dados para os quais o erro experimental é 
pequeno. Se o erro é grande, pode-se terminar modelando o ruído antes do 
sinal. Claramente, quanto maior for a magnitude sinal/ruído, provavelmente 
maior será o poder preditivo do modelo de QSAR.
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Número de valores da propriedade
Até o presente momento, esta tecnologia tem focado principalmente o 
valor preditivo de uma única propriedade baseada no conjunto treino. Contudo, 
muitos dos valores da modelagem de QSAR eventualmente serão derivados a 
partir da habilidade em predizer, simultaneamente, o valor de várias 
propriedades para moléculas desconhecidas. Em tais casos, será necessário 
que o conjunto treino inclua valores para todas as propriedades de interesse. Os 
modelos de QSAR seriam separadamente derivados para cada propriedade.
Composição173
A composição do conjunto treino pode ser alterada (aumentada) como 
procedimento de modelagem, que deve ser pensado como uma série de 
esforços repetitivos para um melhor desenvolvimento do modelo de QSAR. Foi 
encontrado, em mais de um caso, que a inclusão de moléculas no conjunto 
treino pode melhorar, ao final, o modelo de QSAR.
B. Descritores172,173
Os parâmetros derivados das estruturas das moléculas são empregados 
para mapear estas estruturas de acordo com os valores das propriedades, 
sendo essencial que estes descritores sejam calculados. As medidas são muito 
demoradas e tediosas. O ideal seria o uso de um conjunto de descritores que
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represente o contorno das interações intermoleculares não-covalentes. Estes 
descritores estariam fortememente correlacionados com as propriedades de 
interesse. Entretanto, descritores empregados em modelos clássicos de QSAR 
geralmente refletem as propriedades das moléculas inteiras, e são, portanto, 
fracamente relacionados com o valor da propriedade de interesse. O seu uso faz 
a modelagem de QSAR mais complexa e tem levado a criação de um grande e 
novo conjunto de descritores regionais baseado em cálculos mecânico- 
quànticos. O atual conjunto de descritores utilizado inclui mais do que 3000 
destes. Este conjunto de descritores é muito grande para ser o ideal, contudo, 
com o passar do tempo, serão desenvolvidos novos e melhores descritores e, 
este número será reduzido substancialmente. Enquanto isto, a inclusão de 
descritores regionais tem melhorado o poder da modelagem de QSAR e 
apontado o caminho para uma menor e mais poderosa coleção futura de 
descritores.
Descritores 3D
O banco de trabalho inclui cerca de 30 descritores 3D, que refletem as 
propriedades da molécula inteira: massa, área de superfície, número de 
doadores de próton, sítios aceptores, áreas seccionais-cruzadas, entre outros. 
Estes descritores continuam a ter grande importância em nosso trabalho de 
modelagem.
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Descritores 2D
0  banco de trabalho contém cerca de 60 descritores 2D, os quais 
usualmente refletem alguns aspectos da conectividade das moléculas. Estes 
descritores são geralmente derivados de gráficos químicos teóricos e 
apresentam modesta utilidade para o nosso trabalho de modelagem.
S-Kevs
Estes descritores definem o número e o tipo de um grande número de 
átomos ou grupos nas estruturas (por exemplo: metil, etil, carbonil, átomos de 
enxofre,...) para cada molécula. Existe mais de 200 S-Keys no banco de 
trabalho de modelagem.
Descritores reaionais
Estes descritores são derivados a partir de cálculos Transferable Atom 
Equivalent (TAE),174-176 os quais, por sua vez, são baseados na distribuição da 
densidade eletrônica e enfocam as propriedades locais (confinado a um átomo 
ou ligação química ou ainda, a uma pequena coleção deles) derivadas a partir 
da densidade eletrônica. Existe atualmente cerca de 3000 destes no banco de 
trabalho. O objetivo é gerar descritores locais, firmemente correlacionados com 
as interações intermoleculares (ligações hidrogênio, interações eletrostáticas, 
interações hidrofóbicas,...), que determinam os valores da propriedade.
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C. Softwares
Para a realização do trabalho de modelagem estatística, o SCT 
desenvolveu originalmente uma série de softwares aplicativos, entre estes, 
principalmente, incluem-se: WinSIMS e PERCOLATOR. Estes softwares são de 
propriedade privada da Eastman Kodak Company, com sede em Rochester, NY, 
nos Estados Unidos.
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II. PARTE EXPERIMENTAL
2. Materiais e métodos
2.1 Inibidores da purina nucleosideo fosforilase
Os inibidores da PNP, BC001-BC034 (Tabela 3), foram sintetizados na 
BioCryst Pharmaceuticals, Inc.177 Os inibidores da PNP, PD035-PD058 (Tabela 
6), foram sintetizados na Parke-Davis Pharmaceuticals, Inc.178 Estas séries de 
inibidores foram doados por estas companhias farmacêuticas para nossos 
estudos. A única excessão, inibidor PD053, foi adquirido da Sigma Chemical Co.
2.2 Imidas cíclicas
A síntese e a atividade analgésica das imidas utilizadas em nosso estudo 
(Figura 18 e Tabela 10) foram publicadas recentemente por nosso grupo de 
pesquisa.179-186
2.3 Reagentes
A enzima purina nucleosideo fosforilase (do baço de bezerro, isenta de 
fosfato e com pureza maior que 98%) e xantina oxidase foram adquiridas da 
Sigma Chemical Co. com o maior grau de pureza disponível e foram usadas 
sem purificação adicional. HEPES (N-(2-hidróxietil)piperazina-N'-(ácido-2-
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etanosulfônico) e inosina também foram adquidiras da Sigma com o maior grau 
de pureza disponível. Ácido acético e Tween 80 foram adquiridos da Merck.
Os demais solventes orgânicos e reagentes foram adquiridos da Aldrich e
Sigma.
2.4 Medidas cinéticas
As medidas cinéticas foram realizadas espectrofotometricamente em um 
espectrofotômetro HP 8453 diode. Os valores de K\ empregando inosina e 
fosfato 1 mM como substratos foram determinados manualmente empregando 
um ensaio "coupled" padrão.187'189 Todos os valores de K, foram determinados 
para 5 ou 6 concentrações de inibidor para cada uma das 5 diferentes 
concentrações de inosina. Em todos os casos, os dados cinéticos revelaram, 
como esperado, uma inibição competitiva.651131-133 Para cada determinação de 
Ki, foram obtidos 5 valores da CI50, um para cada concentração de inosina 
empregada. Como esperado, os valores da CI50 cresceram linearmente com a 
concentração do substrato e a extrapolação destes valores para a concentração 
zero do substrato forneceu valores de K\ consistentes com aqueles baseados na 
análise estatística de todos os pontos. Os valores da CI50 foram 
independentemente determinados pela medida das taxas para 5 ou 6 
concentrações de inibidor empregando inosina 10 nM e fosfato 1 mM como 
substratos. As medidas foram feitas usualmente a uma concentração 4,2 nM da 
PNP. Em diversos casos, a concentração da enzima variou entre 2,3 e 4,6 nM. 
Nesta faixa, os valores de K, são independentes da concentração da enzima.
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Todas as medidas foram feitas à 25°C e pH 7,4 (mantido com uma solução 
tampão de HEPES 0,10 M). Valores de pH foram determinados em um pH metro 
Radiometer PHM240.
As reações empregando inosina como substrato, foram acompanhadas a 
293 nm. Este método clássico de ensaio da PNP é baseado no aumento da 
absorbância até 293 nm, quando a hipoxantina é convertida em ácido úrico, na 
reação com xantina oxidase:
PNPInosina + Pi „  ** hipoxantina + ribose-1-fosfato
xantina
Hipoxantina + 2 O2 oxidase>. ácido úrico + 2 0*2
t293 nm
Os parametros cinéticos foram determinados a partir dos dados coletados 
utilizando-se o programa estatístico Leonora.190 Os valores obtidos são 
apresentados nas Tabelas 3 e 6. Os gráficos foram construídos utilizando 0 
programa KaleidaGraph,191
2.5 Análise farmacológica: Atividade analgésica
Os testes farmacológicos foram realizados no Núcleo de Investigações 
Químico-Farmacêuticas (NIQFAR), da Universidade do Vale do Itajaí (UNIVALI). 
O modelo utilizado foi o de contorções abdominais induzidas pelo ácido acético, 
administrado intraperitonealmente em camundongos.192
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Camundos "Swiss" fêmeas (25-30 g) foram mantidos sob temperatura 
controlada (23 ± 2°C) e iluminação em ciclo de 12 horas com ração e água "ad 
libitum" A resposta nociceptiva foi induzida utilizando-se o chamado "writhing 
test", administrando-se ácido acético 0,6% intraperitonealmente (i.p.). 
Basicamente, as contorções abdominais consistem na contração da musculatura 
abdominal juntamente com a extensão de uma das patas posteriores.
Os animais foram pré-tratados, intraperitonealmente, com as imidas (0,1 - 
30 mg/kg; 0,2-97,7 (j.mol), 30 minutos antes da administração do ácido acético. 
O grupo controle recebeu volume semelhante de uma solução salina (NaCI 
0,9%, i.p.). O número de contorções abdominais foi quantificado 
cumulativamente durante 20  minutos. Os resultados são apresentados na 
Tabela 9.
Análise estatística
Os resultados da DI50 (dose do composto que reduz a resposta a 50% 
em relação ao grupo controle) são apresentados como a média geométrica 
acompanhada de seu respectivo 95% de limite de confiança. A significância 
estatística foi obtida por análise de variância seguido pelo teste de múltipla 
comparação utilizando-se o método de Dunnett's, quando apropriado. Valores de 
P < 0,05 foram considerados como indicativos de significância. Os valores da 
Dl» foram estimados a partir de experimentos individuais por interpolação 
gráfica.
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2.6 Modelagem estatística
Os modelos preditivos de QSAR foram desenvolvidos empregando 
softwares aplicativos baseados em um novo paradigma do QSAR.170'174,19®'195 
Diversas características essenciais deste novo paradigma foram publicadas 
anteriormente.174 Basicamente, um conjunto de descritores moleculares, 
incluindo descritores 2D e 3D geralmente empregados em cálculos de QSAR, 
um conjunto de descritores mecânico quânticos,176,196,197 e muitos outros 
descritores baseados na tecnologia Transferable Atom Equivalent (TAE),174,175 
foram calculados para uma única conformação otimizada para cada molécula no 
conjunto treino. A ferramenta computacional empregada na realização deste 
trabalho é denominada WinSIMS.198 Um número de softwares é disponível em 
WinSIMS para obter conformações consistentes dentro do conjunto treino.
A nossa rotina de modelagem foi a seguinte: i) derivar preliminarmente 
conformações empregando CONCORD (através do WINSIMS), ii) refinar as 
conformações empregando mecânica molecular (SIMS MM) e iii) computar os 
descritores moleculares empregando SIMS e Mopac. O uso de SIMS/Mopac 
(mode Batch) dentro de WinSIMS, possibilitou calcular e gravar 
automaticamente os valores para os descritores 3D, 2D e S-keys. Um conjunto 
de descritores regionais foi calculado pelo Dr. Curt Breneman (SC7) e incluído 
neste arquivo. Precisamente, a mesma sequência de operações foi efetuada 
para cada membro do conjunto de dados. Este trabalho, uma vez completo, 
forneceu a base para a modelagem estatística.
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O primeiro passo da modelagem estatística foi a classificação do conjunto 
treino em sub-conjuntos de compostos apresentando formas de interação não- 
covalentes comuns (os quais determinam os valores da propriedade de 
interesse) empregando uma mistura de modelos de regressão algorítmica. Os 
modelos de QSAR para cada sub-conjunto foram então qualificados a cerca de 
sua habilidade em predizer os valores da propriedade (conforme o caso, K\, CI50 
ou DI50) para cada molécula no conjunto treino mas fora do sub-conjunto, 
empregando um dos diversos conjuntos de descritores moleculares. Somente 
aqueles sub-conjuntos passando por este critério foram conservados. Modelos 
estatísticos PartiaI Least Squares (PLS) foram desenvolvidos e otimizados para 
cada sub-conjunto qualificado. Os modelos PLS passando por estas barreiras de 
qualificação foram então incorporados em um modelo-de-matriz (MOM). O MOM 
foi então empregado para predizer os valores da propriedade para aquelas 
moléculas fora do conjunto treino, ou seja, aquelas pertencentes ao conjunto 
teste. As ferramentas computacionais utilizadas na modelagem estatística são 
disponíveis em um único banco de dados de fácil comunicação. O pacote de 
softwares aplicativos, completamente integrado e funcional, é denominado 
PERCOLATOR.1"
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III. RESULTADOS E DISCUSSÃO
3. Construção dos conjuntos de dados e desenvolvimento dos modelos
preditivos de QSAR
Este capítulo, para uma melhor compreensão, foi dividido em duas partes:
3.1 Inibidores da purina nucleosideo fosforilase
3.1.1 Relações estrutura-atividade de uma classe limitada de Inibidores 
da PNP. Desenvolvimento inicial de modelos preditivos de QSAR 
para inibidores da PNP.
3.1.2 Relações estrutura-atividade de uma classe ampla de inibidores da 
PNP. Desenvolvimento de modelos preditivos de QSAR para 
inibidores da PNP em geral.
3.2 Imidas cíclicas
3.2.1 Atividade analgésica de uma série de 1,8-naftalimidas e 1,4,5,8- 
naftalenodiimidas.
3.2.2 Desenvolvimento de um modelo preditivo de QSAR para a 
atividade analgésica de uma família de imidas cíclicas.
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3. Construção dos conjuntos de dados e desenvolvimento dos modelos 
preditivos de QSAR
3.1 Inibidores da purina nucleosídeo fosforilase
3.1.1 Relações estrutura-atividade de uma classe limitada de Inibidores da 
PNP. Desenvolvimento inicial de modelos preditivos de QSAR para 
inibidores da PNP
O nosso objetivo imediato é o desenvolvimento inicial de modelos 
preditivos de QSAR para uma classe de inibidores da purina nucleosídeo 
fosforilase, empregando um novo paradigma do QSAR.
Ao longo das últimas 2 décadas, vários trabalhos foram desenvolvidos na 
descoberta de novos potentes inibidores da purina nucleosídeo 
fosforilase.65^ 7,69,114,118'122,124’131'133,136’201 Tais inibidores apresentam múltiplas e 
plausíveis utilidades na terapêutica. Cientistas da BioCryst Pharmaceuticals têm 
empregado o planejamento racional para criar uma base científica forte para a 
descoberta de diversas classes de inibidores promissores da PNP. Mesmo com 
o grande número de inibidores da PNP demonstrado na literaturá e aqueles de 
propriedade privada das indústrias farmacêuticas, somente um destes, o BCX- 
34 (16),67,122 é atualmente empregado em triagens clínicas avançadas.
No presente trabalho, determinamos valores de K\ e CI50 para uma classe 
destes inibidores, empregando PNP do baço de bezerro. Os valores obtidos 
foram utilizados para a criação de modelos estatísticos de QSAR.
66
CAPITULO III
Determinação das constantes de inibição
As estruturas dos inibidores (BC001-BC034) associadas aos 
correspondentes valores de K\ e Ciso, empregando inosina como substrato, são 
mostradas na Tabela 3. Valores de CI50 para um número destes inibidores, 
empregando inosina como substrato, foram demonstrados anteriormente.65'132,133 
Nos casos passíveis de comparação, os nossos resultados e aqueles da 
literatura são bastante concordantes. A razão entre os valores de CI50 e K\ é 
mostrada também na Tabela 3.
Para 29 dos 34 inibidores da enzima PNP do baço de bezerro, foram 
determinados valores de K\ que variam de 4,0 nM a aproximadamente 
24.000 nM, um fator de 6.000 vezes. Os valores de CI50 para o completo 
conjunto de inibidores variam de 14,8 nM a aproximadamente 50.000 nM, um 
fator de 3.400 vezes.
Esta série de inibidores apresenta diversidade estrutural modesta. Dos 34 
inibidores, 27 são 9-substituídos-9-deazaguaninas, um é 9-substituído-8- 
aminoguanina (BC018), um é 8-aminoguanina (BC029), um é 9-substituído-8- 
metil-9-deazaguanina (BC028), um é 9-substituído-8-amino-9-deazaguanina 
(BC023), dois são 9-substituídos-9-deazahipoxantinas (BC024 e BC031), e um 
é N-3-substituído-hipoxatina (BC027). Deste modo, a diversidade estrutural 
deste conjunto de dados é fortemente representada pelos diferentes 
grupamentos na posição 9 do anel purínico.
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Dos 34 inibidores estudados, três (BC013, BC015 e BC019) possuem 
grupamentos que são predominantemente aniônicos em pH 7,4, no qual foram 
determinadas as constantes de inibição. Dois destes (BC013 e BC019) são 
enantiômeros. O enantiômero (S) é o mais potente, embora a diferença não seja 
profunda.
Os inibidores 9-substituídos que apresentam potencial para ligar-se a 
PNP em uma forma iônica, apresentam substituintes fenólicos e piridínicos. 
Contudo, estes inibidores ^ existem predominantemente na forma neutra em 
pH 7,4 e ligam-se à PNP provavelmente nesta forma.
Para 27 dos 29 inibidores, onde são possíveis comparações, a razão 
Ciso/Kj varia sobre um limite estreito: 1,31 a 2,5, assegurando a consistência 
dos resultados. As únicas excessões são dois dos três compostos aniônicos, 
BC013 e BC015, para os quais a razão é 8,92 e 5,19, respectivamente. Foi 
demonstrado anteriormente que estes dois compostos também são excessões, 
quando diferentes substratos da PNP foram utilizados para determinar a 
potência do mesmo conjunto de inibidores.195
Tem sido estabelecido através de estudos estruturais, como também 
através de estudos cinéticos, que estes inibidores são competitivos,65104,131'133 
como confirmado em nossos experimentos.
Embora a natureza do mecanismo da reação de troca-simples da PNP 
não tenha alcançado uma clareza total quanto à sequência em que os 
substratos combinam-se com a enzima, seja ao acaso ou ordenada, o 
mecanismo mostrado na Figura 8 é o mais vezes proposto e sustentado, para 
ambas direções, síntese e cisão fosforolítica.104 Na direção fosforolítica, o
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mecanismo é o bimolecular ao acaso para a formação do complexo ternário. 
Após a clivagem da ligação fosforolítica, a ribose-1 -fosfato é liberada do sítio 
ativo da enzima, seguida da liberação da base purínica hipoxantina. Na direção 
da síntese do ribonucleosídeo purínico, o mecanismo da reação é o bimolecular 
ordenado, com inosina ligando-se preferencialmente a enzima, seguida de 
fosfato.
R-1 -P i I
= :  E— P =?
^ S - E » P i  ''"P , ^ R -1 -P ,
Figura 8. Mecanismo cinético proposto para a reação da PNP, inosina e fosfato, 
através da formação de um complexo ternário. Na direção fosforolítica, o 
mecanismo de reação é o bimolecular ao acaso. Na direção da síntese, é o 
bimolecular ordenado. Onde: E=enzima PNP; lno=inosina; Pj=fosfato; 
Hx=hipoxantina; R-1 -Pj=ribose-1 -fosfato.
O mecanismo catalítico proposto para a PNP é ilustrado na Figura 9. A 
PNP, específica para nucleosídeos purínicos em configuração p, cliva a ligação 
glicosídica com a inversão da configuração, produzindo a-ribose-1 -fosfato.
A reação ocorre via um estado de transição com característica 
substancial Sn1. Neste caso, a quebra da ligação glicosídica ocorre 
suficientemente afastada da ligação que será formada com o diânion fosfato, 
onde o estado de transição tem considerável característica de íon oxocarbênio.
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Figura 9. Mecanismo proposto para a reação de inosina com fosfato na 
presença da PNP.
A PNP catalisa a cisão fosforolítica reversível do nucleosídeo purínico 
inosina através de um mecanismo catalítico substrato-assistido, deduzido de 
amplos dados estruturais de raios-X e de modelagem molecular existentes na
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literatura.104,116 Neste mecanismo, uma catálise eficiente é alcançada com a 
participação das cadeias laterais do sítio ativo da enzima e do co-substrato 
fosfato na estabilização do estado de transição.
A clivagem da ligação glicosídica é facilitada pela ligação de uma 
conformação do nucleosídeo de alta energia e pela indução de tensão 
eletrostática no estado de transição. A tensão eletrostática é desenvolvida 
durante a dissociação do mono-ânion fosfato à diânion fosfato pela histidina 86. 
A histidina resultante, carregada positivamente, é estabilizada pelo carboxilato 
da cadeia lateral do glutamato 89 através de um sistema de transferência de 
cargas que se assemelha a conformação de uma tríade catalítica. A dissociação 
do fosfato no complexo ternário gera um ganho em seu poder nucleofílico, o que 
leva a uma estabilização do estado de transição.
Com a quebra da ligação glicosídica, um intermediário tipo íon 
oxocarbênio é formado e simultaneamente estabilizado pelo diânion fosfato. 
Desta maneira, o mecanismo proposto substrato-assistido utiliza o fosfato para 
iniciar a clivagem da ligação e para estabilizar o intermediário íon oxocarbênio 
através da formação de um par iônico íntimo. A base purínica hipoxantina 
liberada, negativamente carregada, é estabilizada pela ponte de hidrogênio 
formada entre a cadeia lateral da asparagina 243 e o N7. Após a clivagem da 
ligação glicosídica, ribose-1 -fosfato dissocia-se do sítio ativo e a hipoxantina 
carregada negativamente é reprotonada pela água. A etapa final é a liberação 
da base purínica neutra.
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Modelos de QSAR
Por duas razões, este conjunto de inibidores da PNP não é, 
particularmente, bem apropriado para a modelagem de QSAR. Primeiro, como 
exposto anteriormente, a diversidade estrutural é modesta, a maior parte dos 
compostos é 9-substituído-9-deazaguanina. Deste modo, um pequeno espaço 
estrutural é coberto por 26 dos 34 compostos do conjunto de dados. Contudo, 
existem alguns compostos, particularmente B C 0 2 4 ,  B C 0 2 7 ,  B C 0 2 8 ,  B C 0 2 9 ,  
B C 0 3 1  e os três compostos aniônicos, B C 0 1 3 ,  B C 0 1 5  e B C 0 1 9 ,  que são 
estruturalmente distintos. Segundo, os valores do log K\ para 23 dos 29 
compostos estão distribuídos no limite: -2,40 < log Kj (^M) < -0,8, um possui 
valor do log Ks de -0,475, três encontram-se na faixa entre -0,2 e 0,0, enquanto 
que os dois últimos encontram-se afastados da distribuição dos demais, com 
valores do log K, de 1,01 e 1,39. A distribuição dos valores do log K\ é 
apresentada graficamente na Figura 10. Um conjunto de dados mais apropriado 
deveria incluir uma maior diversidade estrutural e uma distribuição mais uniforme 
dos valores do log Kj, notadamente, na faixa entre 0,0 e 2,0. A distribuição dos 
valores do log CI50 é apresentada graficamente na Figura 11. Para 28 dos 34 
compostos, os valores do log C I50 estão dentro de um pequeno limite: -1.83 < log 
C I50 (|xM) < -0,61, quatro compostos possuem valores entre -0.2 e 0.4, e os dois 
últimos, valores de 1,30 e 1,75. Neste caso, um conjunto de dados mais 
apropriado deveria incluir um novo conjunto de inibidores, com valores do log 
C I50 na faixa entre 0,0 e 2 ,00.
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CAPITULO III
Para a modelagem estatística dos valores do log CI50, o conjunto de 
dados foi dividido em 4 sub-conjuntos arbitrários, dois contendo 8 e dois 
contendo 9 inibidores. O primeiro sub-conjunto contém aqueles inibidores 
BC001, 005 e 009,... da Tabela 3; o segundo contém aqueles inibidores BC002, 
006 e 010,... da Tabela 3, o terceiro contém aqueles inibidores BC003, 007 e 
011,... da Tabela 3, enquanto que, o quarto sub-conjunto contém aqueles 
inibidores BC004, 008 e 012,... da Tabela 3, e assim por diante. Conjuntos de 
descritores moleculares selecionados pelo STC foram usados no trabalho de 
modelagem. Estes incluem uma série de descritores tradicionais 2D e 3D, e 
também um grande número de descritores regionais derivados a partir de 
cálculos TAE. Quatro modelos foram executados, usando cada dos sub­
conjuntos uma vez como conjunto teste e os outros 3 sub-conjuntos como 
conjunto treino. A Figura 12 ilustra uma representação das 3 combinações de 
sub-conjuntos empregadas como conjunto treino (representados pelos circulos 
azuis) e o sub-conjunto empregado como conjunto teste (circulos vermelhos) 
para cada um dos quatro modelos de QSAR desenvolvidos.
Portanto, 25 ou 26 compostos foram empregados como conjunto treino 
para predizer valores do log CI50 para 9 ou 8 compostos, respectivamente. Cada 
composto apareceu uma única vez no conjunto teste (com um valor predito) e 
três vezes no conjunto treino (com um valor estimado). Similarmente, conjuntos 
treino contendo 21 ou 22 compostos foram empregados para predizer valores do 
log K\ para 8 ou 7 compostos.
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Ia Modelo 2S Modelo 32 Modelo 42 Modelo
Figura 12. Diferentes combinações dos sub-conjuntos empregadas em cada um 
dos quatro modelos de QSAR desenvolvidos. Cada modelo emprega 3 sub­
conjuntos como conjunto treino (circulos azuis) e 1 sub-conjunto como conjunto 
teste (circulos vermelhos).
Basicamente, os valores estimados são obtidos a partir das correlações 
realizadas para aqueles compostos pertencentes aos conjuntos treino, nos quais 
são conhecidos os descritores moleculares, as estruturas químicas e os valores 
medidos correspondentes da propriedade. Os valores preditos (onde os valores 
medidos da propriedade não são conhecidos durante o processo de modelagem 
de QSAR) são obtidos empregando estatística baseando-se em dados dos 
conjuntos treino, das estruturas químicas e dos descritores moleculares 
calculados para aqueles compostos pertencentes aos conjuntos teste. A Figura
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13 apresenta as relações envolvidas entre os conjuntos treino e teste, no 
processo de modelagem.
Figura 13. Relações básicas envolvidas no processo de modelagem de QSAR. 
Os conjuntos treino, dos quais são obtidos os valores estimados, são 
empregados para predizer os valores da propriedade para os compostos 
pertencentes aos conjuntos teste.
Caracterização do conjunto treino. Todos os 8 modelos construídos, 4 para os 
valores do log K\ e 4 para os valores do log CI50, foram capazes de caracterizar 
adequadamente o conjunto de dados. Os resultados são apresentados nas 
Tabelas 4 e 5.
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CAPÍTULO III
Os valores estimados são apresentados como os 3 valores obtidos para 
cada molécula como membro do conjunto treino. Para 28 dos 29 inibidores para 
os quais valores do log K\ foram estimados, os três valores são altamente 
consistentes, com desvio padrão geralmente menor que 0,10 unidades 
logarítmicas. A única excessão é o composto BC019, para o qual o valor 
estimado do log Kj é 1,29 ± 0,39 (Tabela 4). O gráfico dos valores medidos do 
log K\ contra os correspondentes valores estimados e preditos é mostrado na 
Figura 14. Resultados de comparável qualidade foram obtidos para os valores 
do log CI50 (Tabela 5). Novamente, a única excessão para os consistentes 
valores foi o composto BC019, para o qual um valor de 0,76 ± 0,23 foi obtido. O 
gráfico dos valores medidos do log CI50 contra os correspondentes valores 
estimados e preditos é mostrado na Figura 15.
Coniunto teste (valores preditos): Comparações dos valores medidos e 
preditos do log K\ e CI50 são mostradas nas Tabelas 4 e 5. Para 24 dos 29 
inibidores, os valores preditos do log de K, estão dentro do erro experimental da 
medida (± 0,20 unidades logarítmicas). Para outros 3 inibidores, os valores estão 
dentro de 2 vezes do erro padrão experimental da medida. Os valores preditos 
para os 2 inibidores mais fracos do conjunto de dados, BC027 e BC028, 
apresentam um erro substancial. Os valores do log K\ para estes inibidores são 
substancialmente maiores do que aqueles para qualquer outro composto 
empregado no conjunto treino, requerendo assim, uma extrapolação de mais de 
uma ordem de grandeza. Os resultados são apresentados graficamente na 
Figura 14. Similarmente, 28 dos 34 valores preditos do log CI50 encontram-se
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dentro do erro experimental da medida, outros 4 compostos estão dentro de 2 
vezes o limite padrão do erro experimental da medida (Tabela 5). Também neste 
caso, os valores preditos para os compostos BC027 e BC028 são 
substancialmente discordantes dos valores medidos. Os resultados são 
apresentados graficamente na Figura 15.
A grande diferença entre os valores medidos e preditos para aqueles 
inibidores mais fracos, onde uma extrapolação substancial é requerida, não 
surpreende. Nossos modelos subestimaram os valores de K\ e CI50 para ambos 
compostos, BC027 e BC028, ou seja, nossos modelos predisseram estes 
inibidores por serem mais potentes do que realmente são. Desta maneira, os 
modelos de QSAR empurraram estes valores na direção da distribuição 
daqueles compostos pertencentes ao conjunto treino. Além disso, deve ser 
observado que os nossos modelos foram capazes de predizer o valor da 
propriedade destes compostos na direção correta em relação aos outros 
compostos, ou seja, estes inibidores foram determinados por serem os mais 
fracos do conjunto de dados, o que constituí-se num fator importante.
Entre os compostos que possuem valores de Kj e CI50 dentro da 
distribuição daqueles do conjunto treino, o composto BC019 provou ser 0 mais 
problemático, tanto em termos de conjunto treino como de conjunto teste. Nosso 
valor predito encontra-se dentro de duas vezes o erro experimental de medida. 
Foi observado anteriormente que o valor medido da CI50 para o inibidor BC019 
varia em mais de uma ordem de grandeza, dependendo se a reação é iniciada 
pela adição de inosina ou da enzima.203 O mecanismo base para esta 
observação não é conhecido. O mesmo comportamento não foi observado para
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os outros inibidores examinados neste estudo. Não é claro se a s  nossas  
dificuldades em predizer o valor correto para este inibidor reflete uma deficiência 
de nosso modelo de Q SA R  no presente estado de desenvolvimento, ou se uma 
diferença entre o mecanismo deste inibidor e dos demais no conjunto treino, 
conduz a uma pertinente incerteza no valor da medida.
A criação de um modelo robusto de Q S A R  para os inibidores da purina 
nucleosídeo fosforilase requer uma maior diversidade estrutural e uma 
distribuição mais uniforme dos valores de K\ e CI50 nos conjuntos treino. O 
trabalho para alcançar este objetivo é apresentado a seguir, no item 3.1.2 .
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CAPITULO III
3.1.2 Relações estrutura-atividade de uma classe ampla de inibidores da 
PNP. Desenvolvimento de modelos preditivos de QSAR para 
inibidores da PNP em geral.
Como demonstrado anteriormente, foram determinados valores de K\ e 
CI50 para uma série de 34 inibidores da PNP e modelos de QSAR foram criados 
para estes conjuntos de dados (item 3.1.1). Contudo, tais modelos foram 
limitados ao que, idealmente, seria 0 desejado, como conseqüência da limitada 
diversidade estrutural e da distribuição não uniforme dos valores da propriedade 
apresentada pelo conjunto de dados. Estes fatores são comumente observados 
em grande parte dos projetos envolvidos na descoberta de fármacos.
Idealmente, modelos de QSAR deveriam ser preditivos com conhecida 
confiabilidade para moléculas estruturalmente diversas, as quais possam ter 
valores da propriedade além daqueles alcançados pelas moléculas pertencentes 
ao conjunto treino. Assim, tais modelos seriam capazes de predizer, extrapolar e 
fornecer valores preditos qualificados para a propriedade alvo. Para alcançar 
estes objetivos, o nosso conjunto inicial de dados foi ampliado, através da 
inclusão de 24 novos inibidores da PNP, que foram sintetizados na Parke-Davis 
Pharmaceuticals. A introdução deste novo conjunto de inibidores proporcionou a 
desejada diversidade estrutural, assim como uma distribuição mais uniforme dos 
valores da propriedade. Em suma, 0 novo conjunto de dados (ampliado) é 
bastante apropriado para a proposta do desenvolvimento de um modelo robusto 
de QSAR.
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Determinação das constantes de inibição
O conjunto ampliado de dados empregado agora, consiste de duas 
partes: (i) um conjunto de 34 inibidores da BioCryst, denominados BC; e, (ii) um 
conjunto de 24 inibidores da Parke-Davis, denominados PD. As estruturas e os 
valores associados de K\ e C I50 dos inibidores BC foram demonstrados 
anteriormente (Tabela 3, item 3.1.1).
Para o novo conjunto de 24 inibidores da PNP, valores de K\ e C I50 foram 
determinados empregando inosina como substrato. As estruturas dos inibidores 
P D  e os correspondentes valores de Ku C I50 e da razão C\sqIK\ estão coletadas 
na Tabela 6. Deste novo conjunto de inibidores, nove são 9-substituídos-8- 
aminoguaninas, um é 8-amino-tioguanina ( P D 0 4 1 ) ,  um é 9-substituído-9-deaza- 
8-aminoguanina ( P D 0 4 8 ) ,  um é 9-substituído-8-tioguanina ( P D 0 4 9 ) ,  um é 8- 
bromoguanosina ( P D 0 5 3 ) ,  dois são 3-substituídos-8-aminoguaninas ( P D 0 5 1  e 
P D 0 5 7 ) ,  e uma série de outros nove inibidores é completamente distinta 
estruturalmente, dos demais inibidores do conjunto. Estes incluem os 
compostos: P D 0 3 6 ,  P D 0 4 0 ,  P D 0 4 2 ,  P D 0 4 6  P D 0 5 2 ,  P D 0 5 4 - P D 0 5 6  e P D 0 5 8
97
Ta
bl
e 
6. 
Va
lo
re
s 
da
s 
co
ns
ta
nt
es
 
de 
ini
biç
ão
 
pa
ra 
a 
cla
ss
e 
ad
ic
io
na
l 
de 
ini
bid
or
es
 
da 
pu
rin
a 
nu
cle
os
íd
eo
 
fo
sf
or
ila
se
.
«o
o
lf> O)oCsí
oo(O TfO)
-  ‘=11 O 3
O CO +1 li
oo
c f
+1 COIIc
r^ -
CMOO
Cf
+1
O
COCOo
c f
COIIc
■sT
o
cf
+1
CM
CO00
CMIIc
CD
O
o"
+1
<N
00
IIc
o
CM
o “
+1
r-~uo
oo
co
o
CMoo
c f
+1
CM
o
00
IIc
CMT—
o
CM +1 II
r- «= 00
ss3+*3u .
(0Ui
2 2
kl
o
■o
5
c
IOCO
oQ
CL
COCO
oQ
0.
s
COoQQ.
00CO
oo0.
98
o
COc\T ocm" inr-~Cm"
ooco
CM
°  CM
+1 II
CM C  
IO
OCM
°  CM 
+1 II 
CO co
r>-~
CMo"
-H
O)r^
oo"
CO
IIc
00
CM
cm"
+1
CO
CD
Oi"CO
CM
IIc
0>
CMO
cT
+1
CD
CD
o"
CM
II
C
00
V "“
°  CM
+1 II
o> c
oo"
IO
CM
O*
+1
O)o
CO
00
IIc
O)O)
+1
o o
CO.
T—
CM
CM
IIc
PD
04
3 
o 
0,0
85
 
±0
,0
15
 
0,0
92
 
+ 
0,0
02
1 
1,
10
h 
1
1
 
'
100
O)
un
LO ooh -
cm"
o
CO
CO
00o
o'
+1cg
LOoo
coli
c
CO
CM
O
t f
h -
O)
■*r
o"
CM
IIc
CD
CM
O'
+1
CD
CD00
CM~
CM
IIc
m
o"
+i
VN-05
CM
II
C
Ooo
o
O  CM 
+1 II 
IO c 
’S»-vr
ooT—
O
o"
+ i
T -
CMC0
CM
II
C
OO
o"
+1 ^  + l II 
CM C  CO 
O
CO
o"
+ !
cõ
CM
CM
II
C
z
X
CM
X
- t f zCM
X
H
Z
CM
X
N -
' t
O
O
0_
00
o
a
a .
o>rr
o
OCL
O
IOoa
ÛL
101
P
D
05
1 
Ç 
1,1
6 
+ 
0,1
9 
2,7
1 
±0
,2
2 
2,
35
102
CMc\f CDcm'
o
00
COr--co"
CMo
+1
oCO
CO
CMIIc
CM
00
+1
00
cm"
CM
CMII
c
05O
o'
+1
00IOh-
CMIIC
O)
CDT—
+1
TfO
cnoo
CO
CMIIc
CDCD
o"
+1
o
CD
CM
CO
CM +1 II
h- C h-
00
o
o"
+1
I''-
05
CMIIc
IOoo
IO
+1
CO
CM
■sfO
CMIIc
Iz
IOiooQ0.
<0inoQO.
h-inoQ
D .
00
IOoQ
0.
103
aE
nz
im
a 
do 
ba
ço
 
de 
be
ze
rro
. 
To
do
s 
os 
va
lor
es
 
de 
K\ 
e 
CI
50 
for
am
 
de
te
rm
in
ad
os
 
à 
25
°C
, 
pH 
7,4
 
e 
fo
sfa
to
 
1m
M
. 
Va
lo
re
s 
da 
CI
50 
for
am
 
de
te
rm
in
ad
os
 
com
 
ino
sin
a 
10 
|j.M
.
CAPÍTULO III
Através dos estudos cinéticos realizados, foi determinado que estes 
novos inibidores da PNP (PD) são competitivos, como observado anteriormente 
para o conjunto inicial de inibidores da PNP (BC).
Modelos de QSAR
O atual conjunto de inibidores da PNP é bastante apropriado para a 
modelagem de QSAR. A inclusão da nova série de inibidores (PD) levou a um 
conjunto de dados com maior diversidade estrutural e melhor distribuição dos 
valores da propriedade.
A distribuição dos valores medidos do log K, e CI50 para o conjunto 
completo de inibidores é apresentada nas Figuras 16 e 17, respectivamente. 
Estes valores estendem-se aproximadamente por cinco ordens de grandeza e 
estão distribuídos aceitavelmente ao longo dos espectros, embora encontrem-se 
mais concentrados na região de maior potência dos mesmos.
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CAPÍTULO III
Dois modelos de QSAR foram criados, um para o log K, e outro para o log 
Ciso. Em cada caso, o conjunto total de 58 inibidores, foi divido em cinco sub­
conjuntos não sobrepostos, cada sub-conjunto com capacidade de estender-se 
ao longo do alcance dos valores da propriedade quanto possível. Conjuntos de 
descritores moleculares utilizados nos modelos anteriores foram selecionados 
para o trabalho de modelagem. Dez modelos foram computados para o conjunto 
de dados. Em cada caso, três sub-conjuntos foram empregados como conjunto 
treino e os outros dois foram empregados como conjunto teste. Todas as 
possíveis combinações dos cinco sub-conjuntos (dez no total) foram 
empregadas como conjuntos treino. Desta maneira, os conjuntos teste ocupam 
67% do espaço estrutural ocupado pelos conjuntos treino. Neste caminho, cada 
molécula do conjunto de dados aparece seis vezes no conjunto treino e quatro 
vezes no conjunto teste. Assim, foram geralmente obtidos seis valores 
estimados da propriedade para cada composto membro do conjunto treino e 
quatro valores preditos da propriedade para cada composto membro do conjunto 
teste.
Os valores medidos, estimados e preditos do log K, para o completo 
conjunto de inibidores são apresentados na Tabela 7. Os valores estimados e 
preditos são apresentados como a média dos valores qualificados associados ao 
correspondente desvio padrão. A diferença entre o valor medido e estimado (A 
estimado) e entre o valor medido e predito (A predito) também está incluída na 
Tabela 7. 0  correspondente conjunto de valores para o log CI50 é fornecido na 
Tabela 8.
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CAPITULO III
O gráfico dos valores estimados e preditos do log Kt contra os 
correspondentes valores medidos, para o conjunto de 53 inibidores, é mostrado 
na Figura 18. O correspondente gráfico para o log CI50 para o completo conjunto 
inibidores é mostrado na Figura 19. Em ambos os casos, existe uma excelente 
concordância entre valores estimados e preditos, e por outro lado, com os 
valores medidos.
O trabalho de modelagem desenvolvido resultou em dois persuasivos 
modelos de QSAR para os inibidores da purina nucleosídeo fosforilase. As 
principais características destes modelos incluem:
Primeiro, os modelos realizam um excelente trabalho de caracterização 
dos conjuntos treino. Deve ser observado, especificamente, a excelente 
concordância entre os valores medidos e estimados (Tabelas 7 e 8; e Figuras 18 
e 19), e os pequenos desvios padrões obtidos por repetidos cálculos destes 
valores estimados. Em cada caso, o valor estimado está dentro dos limites do 
erro experimental da medida (± 0,20 unidades logarítmicas), com excessão dos 
compostos BC010 e PD037, para os quais os valores estimados do log CI50 e K\, 
respectivamente, estão bastante próximos do erro experimental da medida. Não 
existe compostos afastados da região dos valores medidos, foram obtidas 
estimativas qualificadas para todos os membros do conjunto treino.
Segundo, os modelos desenvolvidos realizam um trabalho preditivo 
excelente nos conjuntos teste (Figuras 18 e 19). Em quase todos os casos, os 
valores preditos estão dentro do erro experimental da medida. As excessões são 
os compostos. BC001, BC027, BC028, PD053 e PD058 para o log C I50, e  os 
compostos: BC010, BC027, B028, PD037, PD053 e PD058 para o log K„ onde
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os valores preditos diferem dos medidos dentro de duas vezes o desvio padrão 
do erro experimental da medida. Vale ressaltar que os valores preditos são 
independentes da natureza do conjunto treino, como evidenciado pelo pequeno 
valor do desvio padrão obtido a partir de cálculos repetidos (Tabelas 7 e 8).
Terceiro, os modelos cobrem substancial estrutura/espaço (Figuras 16 e 
17). Desta maneira, estes modelos deverão ser preditivos para novos compostos 
dentro, e talvez fora, deste espaço estrutural. Estes modelos são robustos.
Quarto, têm-se um entendimento substancial da confiabilidade dos 
valores preditos, baseando-se no desvio padrão dos valores calculados e na 
concordância entre os valores medidos e calculados (Tabelas 7 e 8).
Como conclusão, os modelos desenvolvidos neste trabalho, para os 
inibidores da purina nucleosídeo fosforilase, encontram os objetivos e padrões 
estabelecidos inicialmente para a criação dos mesmos.
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CAPÍTULO III
3.2 Imidas cíclicas
3.2.1 Atividade analgésica de uma série de 1,8-naftalimidas e 1,4,5,8- 
naftalenodiimidas
Em estudos anteriores realizados em nossos laborátorios, foram 
sintetizadas várias imidas cíclicas utilizando como modelo o alcalóide natural 
filantimida (17), isolado de Phyllanthus sellowianus-204 Tais compostos 
apresentam importantes atividades biológicas, incluindo efeitos 
antibacterianos,205-210 antifúngicos,211,212 antiespasmódicos213 e 
analgésicos.179-186 Particularmente, vários destes compostos exibiram potente 
ação analgésica em camundongos, sendo diversas vezes mais potentes que a 
aspirina e o paracetamol, fármacos padrões utilizados para efeito de 
comparação em nossos estudos.
O
Dando continuidade às investigações envolvendo esta classe d e . 
compostos, avaliou-se a atividade analgésica de algumas 1,8-naftalimidas e
1,4,5,8-naftalenodiimidas (Figura 20) sintetizadas anteriormente e que 
apresentaram, em estudos preliminares no mesmo ensaio, ação analgésica 
promissora.182
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X
(Ctfe)n— 1
0
0
X = 4 -CH3 (IC002)
X = 4 -OCH3 (IC003) 
X = 4-CI (IC004)
X = H (IC001) n = 0, X = H (IC006) 
n = 1, X = H OC007) 
n = 2, X = H (IC008)
X = 3.4-CI2 (IC005)
n = 0, X = 4-CH3 (IC009) 
n = 0, X = 4-OCH3 (IC010) 
n = 0, X = 4-CI (IC011) 
n = 0, X = 3,4-CI2 (IC012)
Figura 20. Série de 1,8-naftalimidas e 1,4,5,8-naftalenodiimidas estudada.
0  efeito analgésico (DI50) desta série de imidas no modelo de dor 
causado pelo ácido acético em camundongos é apresentado na Tabela 9. O 
grupo substituinte presente no anel aromático foi selecionado de acordo com 0 
método de Topliss,214 que toma possível a avaliação dos resultados de poucos 
análogos com o objetivo de direcionar a síntese de novos compostos mais 
potentes. Como pode ser notado, todos os compostos apresentam efeito 
analgésico significante, sendo várias vezes mais potentes que a aspirina e 0 
paracetamol. O composto mais ativo, IC010 (DI50 = 0,46 ixmol/kg), é 
aproximadamente 280 vezes mais ativo que os fármacos padrões.
Além disso, os compostos IC003 e IC010, os mais potentes da série, 
possuem o grupo metóxi na posição 4 do anel aromático, sugerindo que o 
significante efeito farmacológico exercido por estes compostos pode estar 
associado às propriedades físico-químicas deste substituinte. Investigações 
adicionais são necessárias para confirmar esta observação.
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Tabela 9. Efeito analgésico de 1,8-naftalimidas (IC001-005) e 1,4,5,8- 
naftalenodiimidas (IC006-012), no modelo de contorções abdominais causadas 
pelo ácido acético 0,6% em camundongos.3
Composto Dlso
(iiMol/kg)
IC001 1,72 (1,36-2,13)
IC002 2,19(1,39-3,14)
IC003 0,69 (0,46-0,99)
IC004 3,25 (2,11-5,30)
IC005 1,0(0,79-1,37)
IC006 1,0(0,67-1,48)
IC007 2,13(1,65-2,73)
IC008 1,85(1,54-2,53)
IC009 1,2 (0,62-2,42)
IC010 0,46 (0,29-0,69)
IC011 1,68 (0,98-2,84)
IC012 1,18(0,84-1,67)
Aspirina 133 (73-247)
Paracetamol 125(104-250)
Valores da DI50 são apresentados com limite de 95% de confiança. Cada grupo 
representa a média de seis a oito animais.3 Administração intraperitoneal.
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Os resultados demonstraram que os derivados simétricos 1,4,5,8- 
naftalenodiimídicos são, geralmente, mais potentes que os respectivos 
derivados 1,8-naftalimídicos, por um fator que varia entre 1,5 e 1,9, indicando 
que a existência de dois grupos imídicos pode ser uma característica importante 
relacionada com a atividade analgésica deste compostos. Contudo, uma 
excessão a esta ordem foi observada para os compostos contendo dois átomos 
de cloro no anel aromático.
A distância entre o anel aromático e o imídico parece ser outro fator 
importante relacionado com a atividade das 1,4,5,8-naftalenodiimidas. 
Baseando-se nas estruturas IC006, IC007 e IC008, pode ser notado que o 
composto mais potente é aquele no qual o anel aromático está ligado 
diretamente aos grupos imídicos (IC006). Desta forma, este composto foi 
selecionado para investigações adicionais na busca de compostos mais ativos, 
como por exemplo, o composto A/-A/'-di-(4-metóxifenil)-1,4,5,8-naftalenodiimida 
(IC010), a imida cíclica de maior potência analgésica sintetizada por nosso 
grupo até o presente momento.
Finalmente, os efeitos analgésicos promissores demonstrados por estas 
imidas indicam a viabilidade do uso desta classe de compostos orgânicos para 
encontrar outros compostos mais ativos, os quais poderão apresentar novas 
possibilidades terapêuticas.
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3.2.2 Desenvolvimento de um modelo preditivo de QSAR para a atividade 
analgésica de uma família de imidas
Nosso grupo de pesquisa demonstrou a síntese e a atividade analgésica 
de uma série de imidas cíclicas como discutido anteriormente (item 3.2.1). Entre 
estes, encontram-se compostos apresentando potência analgésica comparável 
ou maior do que aquela apresentada por aspirina e paracetamol, fármacos 
padrões amplamente utilizados na terapêutica. Dentro desta família de imidas, 
foram coletados dados suficientes de estrutura/potência para o desenvolvimento 
de um modelo quantitativo relacionando estrutura e atividade (QSAR). Um 
modelo de QSAR com poder preditivo substancial seria extremamente útil para o 
planejamento de novas imidas cíclicas apresentando maior potência analgésica. 
Neste contexto, foi desenvolvido um modelo promissor de QSAR. As estruturas 
das imidas examinadas neste estudo e as medidas da correspondente atividade 
analgésica ( D I50) são mostradas na Tabela 10. O conjunto de dados a ser 
modelado inclui 34 imidas cíclicas de moderada diversidade estrutural, incluindo 
uma série de 3,4-dicloromaleimidas; maleimidas; succinimidas; glutarimidas; 
naftalimidas e bis-naftalimidas. Esta família de imidas apresenta valores da D I50 
que variam de 0,46 a 300 (imol/kg, um fator de potência de 650 vezes.
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CAPÍTULO III
A propriedade usada na modelagem foi o logaritmo da atividade 
analgésica (log DI50), com valores dentro do limite: -0,337 < log DI50 (nmol/kg) < 
2,477, estendendo-se aproximadamente por três ordens de grandeza. A 
distribuição dos valores do log DI50 é mostrada na Figura 21. O erro padrão da 
medida da potência analgésica é tomado por ser ± 0,2 unidades logarítmicas.
Para o propósito de modelagem, o conjunto de dados foi dividido em 
cinco sub-conjuntos arbitrários, quatro destes contendo 7 imidas e o quinto 
contendo 6. Dez frações de modelos de QSAR foram desenvolvidos, cada uma 
empregando como conjunto treino uma das dez possíveis combinações de três 
dos cinco sub-conjuntos. Os dois sub-conjuntos remanescentes foram, em cada 
caso, empregados como conjunto teste. Desta forma, para cada fração do 
modelo, 20 ou 21 compostos pertencentes ao conjunto treino foram empregados 
para predizer a atividade analgésica de 13 ou 14 compostos no conjunto teste. 
Quando os dez modelos foram completados, os valores do log DI50 foram 
estimados seis vezes para cada composto membro do conjunto treino, e preditos 
quatro vezes para cada composto membro do conjunto teste.
Para cada composto do conjunto de dados, os valores medidos, 
estimados e preditos do log DI50 estão coletados na Tabela 10, e são 
apresentados como a média de seis valores estimados e de quatro valores 
preditos, juntamente com o correspondente desvio padrão. A diferença entre os 
valores medidos e estimados ou preditos está incluída também na Tabela 10. O 
gráfico do logaritmo dos valores estimados e preditos da DI50 contra os 
correspondentes valores medidos é mostrado na Figura 22.
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CAPÍTULO III
Os dados apresentados na Tabela 10 e na Figura 22 estabelecem três 
pontos. Primeiro, « de QSAR desenvolvido neste trabalho realiza um
excelente trabalho na caracterização do conjunto treino. Os valores estimados 
da potência analgésica reproduzem os valores medidos dentro do erro 
experimental da medida para absolutamente todos os compostos no conjunto 
treino. Além disto, a diferença entre o valores medidos e estimados é menor que 
a metade do erro padrão da medida para 27 dos 34 compostos. Segundo, estes 
modelos de QSAR realizam um excelente trabalho preditivo para os compostos 
no conjunto teste. Novamente, pode ser observado que absolutamente todos os 
valores preditos refletem, dentro do erro experimental, os valores medidos no 
conjunto de dados. Para 24 dos 34 compostos, a diferença entre os valores 
medidos e preditos é menor que a metade do erro experimental. Terceiro, os 
valores estimados e preditos são profundamente independentes da natureza dos 
conjuntos treino, como evidenciado pelo modesto desvio padrão apresentado na 
Tabela 10.
Finalmente, a estratégia de criar modelos de QSAR baseados em 
diferentes sub-conjuntos (do conjunto treino de dados) como conjunto teste, 
apresenta o mérito de fornecer uma sensível estimativa do erro para os valores 
preditos.
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IV. CONCLUSÕES
♦ Os conjuntos de dados e os modelos de QSAR desenvolvidos neste 
trabalho, tanto para os inibidores da purina nucleosídeo fosforilase (PNP) 
quanto para a atividade analgésica de imídicas cíclicas, encontram os 
objetivos e padrões estabelecidos inicialmente para a criação dos mesmos;
♦ O emprego da nova tecnologia de QSAR provou ser uma alternativa 
promissora para o desenvolvimento de novos fármacos;
♦ O excelente modelo de QSAR desenvolvido para os inibidores da PNP é 
promissor para o planejamento racional de novos inibidores potentes da 
enzima. Este exemplo importante pode ser aplicado em diversos outros 
projetos envolvidos na descoberta de inibidores enzimáticos;
♦ O modelo de QSAR desenvolvido para as imidas cíclicas, é promissor como 
guia para futuras pesquisas envolvendo o planejamento e a síntese de 
novas imidas cíclicas apresentando potente ação analgésica.
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